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1 EINLEITUNG 

Neutrophile Granulozyten gelten als Ersthelfer bei einer beginnenden Entzündung im 

Körper (LEBLANC et al., 2024). Ähnlich einem Rettungssanitäter, der nach einem 

Unfall alle notwendigen Maßnahmen einleitet, agieren auch Neutrophile als zentrale 

Initiatoren der frühen Immunantwort (BURN et al., 2021). Sie werden über Chemokine 

rekrutiert und gelangen so zielgerichtet an den Ort der Entzündung, wo sie durch ihre 

Effektormechanismen unmittelbar zur Eindämmung der Schädigung beitragen 

(LEBLANC et al., 2024). Gleichzeitig sezernieren sie Signalmoleküle, die die 

Rekrutierung und Aktivierung von Zellen des adaptiven Immunsystems ermöglichen 

(BURN et al., 2021). Damit übernehmen Neutrophile nicht nur eine unmittelbare 

Abwehrfunktion am Unfallort, sondern auch eine Schlüsselrolle in der Regulierung der 

nachfolgenden Immunantwort, die den Ausgang der Entzündung bestimmen (WANG 

et al., 2024b). Bei einer autoimmunen Erkrankung ist diese normalerweise 

physiologische Antwort des Immunsystems auf Noxen massiv fehlreguliert (WANG et 

al., 2024b). Körpereigene Autoantigene dienen hierbei als Gefahrensignale, die 

Immunzellen anlocken und lösen dadurch eine übersteigerte Entzündungsreaktion 

aus, die zu starken Schädigungen des Gewebes führen kann (DEEG et al., 2002a; 

HOWARD et al., 2005; BRAVO-ZEHNDER et al., 2015). In der Vergangenheit lag der 

Fokus der Erforschung von autoimmunen Erkrankungen auf den Mechanismen des 

adaptiven Immunsystems, da dieses als aktiver Effektor der Autoimmunität gilt 

(PISETSKY, 2023; WANG et al., 2024b). Inzwischen richtet sich das wissenschaftliche 

Interesse jedoch wieder stärker auf die angeborene Immunantwort, insbesondere auf 

Neutrophile, die als Ersthelfer den Verlauf der Entzündung maßgeblich beeinflussen 

(HERRERO-CERVERA et al., 2022; LEBLANC et al., 2024) und beispielsweise bei 

Pferden, die an equiner rezidivierender Uveitis (ERU) erkrankt sind, eine weitaus 

komplexere Rolle einnehmen als bisher erwartet  (DEGROOTE et al., 2023). 

Neutrophile exprimieren auf ihrer Oberfläche zahlreiche Proteine, die Interaktionen mit 

anderen Zellen ermöglichen und regulatorische Prozesse in Gang setzten können 

(ZHANG et al., 2024). Viele dieser Oberflächenproteine haben eine spezifische 

Glykosylierung (HE et al., 2024). Dies beeinflusst ihre Stabilität, macht sie erkennbar 

und beeinflusst zudem ihre Funktion. Eine gestörte Glykosylierung kann daher als 

Indikator für fehlregulierte Prozesse dienen (HE et al., 2024). Die detaillierte 
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Charakterisierung der Oberflächenglykosylierung Neutrophiler von gesunden Pferden 

ist dabei der erste Schritt, um den physiologischen Zustand der Zelle zu verstehen. 

Ausgehend davon stellt der Vergleich mit einer Erkrankung einen spannenden Ansatz 

dar, um neue Einblicke in die Pathogenese autoimmuner Krankheiten zu erhalten. Eine 

besonders relevante autoimmune Erkrankung ist die equine rezidivierende Uveitis. 

Diese Erkrankung des Pferdes ist tiermedizinisch hochrelevant und besitzt einen 

hohen translationalen Wert, da sie in vielerlei Hinsicht mit der autoimmunen Uveitis 

(AU) des Menschen vergleichbar ist. Ihr schubförmiger rezidivierender Charakter von 

stetig wiederkehrenden Uveitisepisoden konnte bisher nur unzureichend von anderen 

Tiermodellen reproduziert werden, und somit stellt die ERU das einzige spontane 

Modell für diese autoimmune Erkrankung dar (DEEG et al., 2008; YANG et al., 2022). 

Bisher lag der Forschungsschwerpunkt überwiegend auf der Rolle von Autoantigenen 

sowie der T-zellvermittelten Immunantwort (DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2006; 

BARFUSSER et al., 2021; SOTH et al., 2024). Es gibt jedoch immer wieder 

Bestrebungen, die Neutrophilen in der ERU näher zu erforschen, da sie neben den T-

Zellen im ERU-erkrankten Auge nachgewiesen werden konnten (DEEG et al., 2001). 

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Oberflächenglykosyierung von Neutrophilen 

gesunder Pferde näher zu charakterisieren, um eine Grundlage für weiterführende 

Untersuchungen im physiologischen und pathologischen Zustand zu schaffen. 

Darüber hinaus sollte die Oberflächenglykosylierungen von Neutrophilen aus an ERU 

erkrankten Pferden charakterisiert werden und mit der Glykosylierung von gesunden 

Pferden verglichen werden, da die ERU eine tiermedizinisch hochrelevante 

Erkrankung ist und Neutrophile eine wichtige Rolle bei der ERU einnehmen. Dabei 

wurde das Ziel verfolgt, neue Erkenntnisse über die Rolle von Neutrophilen in der ERU 

zu generieren. 
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2 LITERATUR 

2.1 Neutrophile Granulozyten 

2.1.1 Granulozyten im Überblick 

Pferde besitzen wie Menschen ein granulozytäres Blutbild (FINGERHUT et al., 2022; 

AWASTHI und SARODE, 2024). Per Definition bedeutet das, dass in diesen Spezies 

Granulozyten prozentual die am häufigsten vertretenen Leukozyten sind. 

Granulozyten gehören damit zahlenmäßig bei beiden Spezies auch zu den häufigsten 

Zellen der angeborenen Immunantwort, neben Monozyten, Makrophagen, 

dendritischen Zellen, Mastzellen und „Innate Lymphoid Cells“, zu denen auch die 

natürlichen Killerzellen gezählt werden (MAWHINNEY et al., 2022; JOSEPH et al., 

2025). Das angeborene Immunsystem führt dabei klassischerweise schnelle, aber 

unspezifische Reaktionen auf Erreger aus (WANG et al., 2024b). Daher sind 

Granulozyten die ersten Zellen, die bei einer Infektion zur Stelle sind und dort 

unspezifisch und damit universal Pathogene erkennen können (RUNGELRATH et al., 

2020; HERRERO-CERVERA et al., 2022; WANG et al., 2024b). Klassischerweise 

werden Granulozyten in drei Subklassen aufgeteilt: basophile Granulozyten, 

eosinophile Granulozyten und neutrophile Granulozyten (GEERING et al., 2013). 

Bereits im 19. Jahrhundert gelang es Paul Ehrlich, diese drei Subklassen in 

Blutausstrichen zu identifizieren (EHRLICH, 1879). Daher ist auch die Art, wie sich 

diese Zellen anfärben lassen namensgebend gewesen. Der Name eosinophile 

Granulozyten geht darauf zurück, dass sich die Granula dieser Zellen besonders gut 

mit Eosin, einem sauren Farbstoff anfärben lässt (EHRLICH, 1879). Sie können daher 

frei übersetzt als eosin-liebende Granulozyten bezeichnet werden (EHRLICH, 1879). 

Verantwortlich dafür sind die kationischen Granulaproteine der Eosinophilen, wie die 

eosinophile Peroxidase oder das eosinophile kationische Protein, die sich neben ihren 

Färbeeigenschaften auch funktionell von den Granula anderer Granulozyten 

unterscheidet (ACHARYA und ACKERMAN, 2014). Ähnlich verhält es sich mit den 

basophilen Granulozyten, deren Granula sich durch basische Farbstoffe anfärben lässt 

(KAY, 2016).  Neutrophile Granulozyten dagegen lassen sich weder von sauren noch 

basischen Farbstoffen anfärben (KAY, 2016). Aufgrund dieser optischen 
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beziehungsweise granulären Eigenschaften der Subklassen von Granulozyten, 

unterschieden sie sich auch in ihrer Funktion (ZHANG et al., 2024; OGULUR et al., 

2025). Die eosinophilen Granulozyten werden mit Parasitenbefall und Allergien in 

Verbindung gebracht (OGULUR et al., 2025; SU et al., 2025). Durch die Exposition 

von Allergenen, kann beim Menschen das eosinophile Asthma entstehen, dass durch 

eine erhöhte Anzahl von Eosinophilen im Blut und Sputum erkannt wird (HUSSAIN 

und LIU, 2024). Bei Pferden mit equinem Asthma kann eine ähnliche Einteilung 

vorgenommen werden, wenn in der zytologischen Auswertung einer 

bronchoalveolären Lavage erhöhte Zellzahlen von Eosinophilen festgestellt werden 

können (KARAGIANNI et al., 2024). Eosinophile können sich an einem breiten 

Repertoire an Abwehrmechanismen bedienen. Analog zu den Neutrophilen (siehe 

Kapitel 2.1.4.2) können sie Chromatinfäden zur Erregerabwehr entlassen, die als 

eosinophile extrazelluläre Netze bezeichnet werden (UEKI et al., 2016). Daneben ist 

auch die Degranulation ihrer spezifischen eosinophilen Granula ein wichtiger 

Abwehrmechanismus (GIGON et al., 2023). Basophile werden ebenfalls mit 

allergischen Reaktion und der Abwehr von Helminthen assoziiert (KASTL und 

POHLMAN, 2022). Bereits in den 7er Jahren könnte gezeigt werden, dass eine 

basophile Leukämiezelllinie aus der Ratte IgE binden kann (KULCZYCKI et al., 1974). 

IgE und auch Liganden von Toll-like Rezeptoren induzieren die Produktion von 

Zytokinen und aktivieren die Degranulation von basophilen Granula, die neben 

Histamin, Proteoglykanen, biogenen Aminen auch das „Major Basic Protein“ enthalten 

(SUURMOND et al., 2014; KASTL und POHLMAN, 2022). Beispielsweise ist eine 

Insektenstich-Hypersensitivität, eine Form der allergischen Dermatitis bei Pferden, 

durch die Infiltration von Eosinophilen und eine erhöhte Anzahl an Basophilen im Blut 

und in Hautläsionen gekennzeichnet und werden daher eng mit der Pathogenese 

assoziiert (RAZA et al., 2021; MARSELLA et al., 2023; JEBBAWI et al., 2024). Des 

Weiteren wurde festgestellt, dass Eosinophile bei Urtikaria, einem Symptom, das auch 

bei der Insektenstich-Hypersensitivität auftritt, generell eine wichtige Rolle einnehmen 

(BIRKMANN et al., 2024). Beide Subklassen kommen im Blut von gesunden Pferden 

nur in sehr geringer Zahl vor. Den größten Teil der Granulozyten bilden die 

neutrophilen Granulozyten (ZHANG et al., 2024). Daher wird im Weiteren näher auf 

diese Subklasse eingegangen. 
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2.1.2 Entstehung im Knochenmark und Freisetzung in die Peripherie 

Der Ausgangspunkt für die Entstehung aller Blutzellen ist die hämatopoetische 

Stammzelle, die erstmals 1988 aus der Maus isoliert werden konnte (SPANGRUDE et 

al., 1988). Seitdem konnte nach und nach mehr über die Neutrophilen-spezifische 

Granulopoese herausgefunden werden und dennoch werden bis heute immer wieder 

neue Erkenntnisse über die Entstehung der Neutrophilen erlangt. Die weitere 

Untersuchung wird durch die Erkenntnis gestützt, dass die Neutrophilen eine 

heterogene Zellklasse sind (CALZETTI et al., 2023). Deshalb wird angenommen, dass 

sie sich bereits in der Entwicklung unterscheiden (CALZETTI et al., 2023). Vor kurzem 

gelang es einer italienischen Forschergruppe, zwei neue neutrophile Vorläuferzellen 

aus dem menschlichen Knochenmark zu isolieren (SIGNORETTO et al., 2025). Dies 

baut auf der Entdeckung der Neutrophil-spezifischen Vorläuferzellen (engl. neutrophil-

comitted progenitor cells, NCP) von derselben Arbeitsgruppe auf (CALZETTI et al., 

2022), die im darauffolgenden Jahr ihre Erkenntnisse folgendermaßen in das bis dahin 

geltende System der Granulopoese einordnete: Die NCPs befinden sich in ihrer 

Entwicklungsstufe direkt nach den hämatopoetischen Stammzellen (CALZETTI et al., 

2023). Insgesamt wurden bisher sechs Entwicklungsstufen der NCPs entdeckt 

(SIGNORETTO et al., 2025). Aus diesen Zellen entstehen die Promyelozyten, die sich 

weiter zu den Myelozyten differenzieren (CALZETTI et al., 2023). Über die Stufe der 

Metamyelozyten werden schließlich die stabkernigen neutrophilen Granulozyten 

gebildet, die durch ihre fehlende Segmentierung des Zellkerns von den reifen 

Neutrophilen unterschieden werden können ((zusammengefasst in, (CALZETTI et al., 

2023)) (SIGNORETTO et al., 2025)).  

Nach der Reifung der Neutrophilen verbleiben diese vorerst im Knochenmark (DEVI et 

al., 2013). Im murinen Modell wurde gezeigt, dass der CXC Rezeptor 4 (CXCR4) und 

der von Stromazellen abgeleitete Faktor 1  (engl. stromal cell-derived factor 1, SDF-1) 

verantwortlich für diesen Verbleib im Knochenmark ist, welche eine Migration aus dem 

Knochenmark verhindern (MARTIN et al., 2003). Das SDF-1 oder auch CXC-

Chemoligand (CXCL) 12 genannt, wird von Stromazellen im Knochenmark gebildet, 

was im murinen Modell nachgewiesen werden konnte (ZHOU et al., 2012). Des 

Weiteren verhindert SDF-1 Interaktionen mit dem CXC-Rezeptor 2, allerdings nur zu 

60% (MARTIN et al., 2003). Daher exprimieren nur reife Neutrophile den CXC-

Rezeptor 2 (EVRARD et al., 2018), der für die Freisetzung ins Blut eine entscheidende 



LITERATUR 

6 

 

Rolle spielt (DEVI et al., 2013). Ebenso hat der Granulozyten-Kolonie-stimulierende 

Faktor (G-CSF) eine wichtige Funktion in der Zelldifferenzierung, wie auch bei der 

Migration der Neutrophilen aus dem Blut (WENGNER et al., 2008; DEVI et al., 2013). 

Es konnte nachgewiesen werden, dass murine und humane myeloide Zellen nach 

Inkubation mit G-CSF weniger CXCR4 exprimieren und zudem auch signifikant 

schlechter auf SDF-1 reagieren (KIM et al., 2006). In einem anderen G-CSF-

defizienten experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) Modell der Maus oder mit G-

CSF-Antikörper behandelten Mäusen konnte belegt werden, dass bei Neutrophilen im 

Knochenmark die CXCR4 Expression steigt, während die CXCR2 Expression sinkt 

(GOLDBERG et al., 2016). Somit konnte hier der wichtige Einfluss von G-CSF auf die 

CXCR2 und CXCR4 gezeigt werden (GOLDBERG et al., 2016). Durch G-CSF werden 

die Chemokine CXCL1 und CXCL2 freigesetzt, die wiederum an den CXCR2 binden 

(KOHLER et al., 2011). Dies führt zu einer schnellen Freisetzung der Neutrophilen in 

die Blutbahn, beispielsweise im Fall einer akuten Entzündungsreaktion (WENGNER et 

al., 2008; DE FILIPPO et al., 2013).  

Nach einigen Stunden der Zirkulation im Blut, wird CXCR4 bei den Neutrophilen erneut 

hochreguliert (MARTIN et al., 2003). Diese wiederkehrende Expression von CXCR4 

und eine damit verbundene verminderte Expression von CXCR2, gilt als 

Seneszenzmarkierung der Zellen (STRYDOM und RANKIN, 2013). Diese Markierung 

tritt nach ungefähr sechs Stunden im Blut auf (NG et al., 2019), bevorzugt werden 

diese seneszenten Zellen von SDF-1 angelockt und folgen diesem Reiz zurück ins 

Knochenmark, was experimentell in der Maus bewiesen wurde (MARTIN et al., 2003). 

Neben dem Knochenmark konnte gezeigt werden, dass sich murine seneszente 

Neutrophile, die CXCR4 vermehrt exprimieren, sich zu gleichen Teilen auch in der 

Leber und der Milz verteilen, wo Makrophagen über das Epithel im direkten Kontakt 

mit den Neutrophilen im Blutstrom stehen und sie dort erkennen und phagozytieren 

können (FURZE und RANKIN, 2008). Im Knochenmark gehen die Neutrophilen 

schließlich in Apoptose über und werden anschließend von lokalen stromalen 

Markophagen phagozytiert (FURZE und RANKIN, 2008). Makrophagen werden durch 

die apoptotischen Neutrophilen dazu stimuliert, G-CSF zu produzieren und damit wird 

die Produktion neuer Neutrophilen angeregt, um die Homöostase in der Granulopoese 

aufrecht zu erhalten (FURZE und RANKIN, 2008). Dem entgegen wurde in einer 

anderen Studie mit murinen Modell festgestellt, dass die neutrophile Homöostase vor 
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allem über die IL-23-IL-17-G-CSF-Achse reguliert wird (STARK et al., 2005). Dabei 

konnte gezeigt werden, dass Markophagen oder dendritische Zellen durch die 

Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen, die IL-23 Sekretion hemmen und 

dadurch auch die Produktion von IL-17 und G-CSF hemmen (STARK et al., 2005). Es 

wird deutlich, dass auch die Elimination der Neutrophilen eine wichtige Rolle für die 

Homöostase der Granulopoese spielt (STARK et al., 2005). 

 

2.1.3 Lebensdauer und Rekrutierung von Neutrophilen 

Als Zellen das angeborenen Immunsystems patrouillieren Neutrophile im Blut, bis sie 

zu einer Entzündungsreaktion rekrutiert oder wieder abgebaut werden (TAK et al., 

2013). Dabei ist es immer noch ein umstrittenes Thema, wie lange Neutrophile im Blut 

überleben (WIGERBLAD und KAPLAN, 2023).  

Teilweise wird immer noch die Meinung vertreten, dass Neutrophile nur eine sehr kurze 

Lebensspanne von wenigen Stunden haben (KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013; 

HE et al., 2025). In einer Untersuchung wurden humane Neutrophile mit 2H2O markiert 

und konnten in dieser Studie bis zu 5.4 Tage im Schnitt in vivo überleben (PILLAY et 

al., 2010). Allerdings wird diskutiert, ob die angegebenen 5.4 Tage eventuell auch die 

Verweildauer im Knochenmark miteingeschlossen hat und damit die Zeit in der 

Zirkulation, doch wie vorher angenommen sehr kurz ist (TAK et al., 2013). Dies wäre 

im Einklang mit der Erkenntnis, dass die Lebensspanne von Neutrophilen durch 

Ereignisse wie eine Entzündungsreaktion beeinflusst werden können 

(zusammengefasst in (TAK et al., 2013)). Ereignisse, wie eine Infizierung mit Dengue 

Virus, führen zu einer Aktivierung der Neutrophilen, was ihre Lebenszeit gegenüber 

nichtinfizierten Neutrophilen verlängerte (KAMSOM et al., 2024). Eine andere 

Untersuchung ergab, dass Neutrophile, die aus Patienten nach einer traumatischen 

Verletzung isoliert wurden, erst zu einem späteren Zeitpunkt in die spontane Apoptose 

gehen als Neutrophile aus gesunden Probanden (NICHOLSON et al., 2025). Hier 

wurde die stärkere Expression des Myeloidzell-Leukämie 1 Protein verantwortlich 

dafür gemacht (NICHOLSON et al., 2025). Das Myeloidzell-Leukämie 1 Protein wirkt 

antiapoptotisch, dadurch dass es das mitochondriale Membranpotential aufrechterhält 

und sorgt damit für eine längere Lebensspanne von Neutrophilen (NICHOLSON et al., 

2025).  
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Die neutrophile Rekrutierung wird im Allgemeinen in Etappen unterteilt und im 

Folgenden erklärt (KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013): Durch das Ausbrechen 

einer Entzündung werden am Ort des Geschehens Entzündungsmediatoren 

freigesetzt, die das Endothel aktivieren und verändern (KOLACZKOWSKA und 

KUBES, 2013). Über Muster-Erkennungs-Rezeptoren kann das Endothel auch selbst 

Pathogene erkennen und so aktiviert werden (KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). 

Als Folge der Aktivierung werden von Endothel E- und P-Selektine exprimiert (LEY et 

al., 2007; PETRI et al., 2008; PHILLIPSON und KUBES, 2011), an die wiederum 

Neutrophile binden können. Die Neutrophilen selbst exprimieren das L-Selektin 

(BARGATZE et al., 1994; PETRI et al., 2008), den P-Selektin Glyokoproteinligand 1 

(PSGL-1), den E-Selektinligand-1 und CD44 inklusive Glykosylierung auf ihrer 

Oberfläche, dass die Anheftung an das Endothel und das Rollen über das Endothel 

ermöglicht (PHILLIPSON und KUBES, 2011; KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). 

Wichtig ist hierbei auch der Scherstress, der auf die Neutrophilen durch die Strömung 

im Blut wirkt (LEY et al., 2007). Dieser bewirkt, dass die Adhäsion an das Endothel 

gestärkt wird, aber auch dass die Rollbewegungen stattfinden (LEY et al., 2007). Die 

Neutrophilen werden durch das Rollen aktiviert, indem sie in Kontakt mit den 

Chemokinen auf der Endotheloberfläche treten (KOLACZKOWSKA und KUBES, 

2013). Durch negativ geladene Heparansulfate werden diese Chemokine an das 

Endothel gebunden, da sie sonst mit dem Blutstrom wegtreiben würden (MASSENA 

et al., 2010). So kann sich ein chemotaktischer Gradient aufbauen (KOLACZKOWSKA 

und KUBES, 2013). Die rollenden Neutrophilen binden diese Chemokine an ihrem G 

Protein-gekoppelten Rezeptor und lösen damit eine Konformationsänderung im β2-

Integrin aus (PHILLIPSON und KUBES, 2011). Diese wiederum sorgt für die 

Transmigration der Neutrophilen in das Gewebe (PHILLIPSON und KUBES, 2011). 

Wichtige β2-Integrine sind CD11a-CD18 (auch Lymphozytenfunktions-assoziiertes 

Antigen (LFA-1)), das für die Adhäsion von Bedeutung ist, oder CD11b-CD18 (auch 

Makrophagenantigen 1 (MAC-1)), das für das intravaskuläre Kriechen relevant ist 

(engl. intravascular crawling), wie im murinen Modell gezeigt wurde (PHILLIPSON et 

al., 2006). Beide Integrin-Komplexe binden an endotheliales intrazelluläres 

Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1, engl. intracellular adhesion molecule 1), was 

unerlässlich für die Adhäsion ist und zusätzlich kann MAC-1 aber auch an andere 

Liganden binden (PETRI et al., 2008; HAYDINGER et al., 2023). Talin 1 bindet 
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schließlich an eine β-Untereinheit des Integrinkomplexes LFA-1 und sorgt durch eine 

Konformationsänderung für ein langsames Rollen über das Endothel 

(KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013).  

Um zum Entzündungsherd zu gelangen, müssen Neutrophile mithilfe von Integrinen 

und zellulären Adhäsionsmolekülen (CAM) das Endothel überwinden 

(KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). Das kann neben der Endothelzelle durch 

endotheliale Zellverbindungen, zu denen sie aktiv kriechen oder transzellulär durch die 

Endothelzelle erfolgen (LEY et al., 2007). Während des Kriechens sind Neutrophile 

ständig der Strömung im Blut ausgesetzt und müssen daher immer fest mit dem 

Endothel verbunden sein, wenn sie sich weiter Richtung Zellverbindung bewegen 

(KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013).  Eine wichtige Rolle dabei spielen dabei Aktin-

bindende Proteine, die stark mit den Integrinen interagieren (KOLACZKOWSKA und 

KUBES, 2013). In vitro migrierten Neutrophile am liebsten an den Ecken des Endothels 

(PETRI et al., 2008; KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). Auch für die 

Transmigration der Neutrophilen sind Integrine und CAMs wichtig, sowie verschiedene 

Adhäsionsproteine (KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). Für die transzellulläre 

Transmigration dagegen werden sogenannte transmigratorische „cups“ gebildet, die 

sich um die Zelle stülpen und dort „domes“ bilden (PHILLIPSON et al., 2008). 

Neutrophile bilden LFA-1 auch VLA-4 aus, die an ICAM-1 und VCAM-1 in den Cups 

binden (PETRI et al., 2008; KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). Nach der 

Extravasation folgen die Neutrophilen wieder dem Chemokingradienten im Gewebe 

zum Ort ihrer Bestimmung, wo sie dann ihr Wirken beginnen können 

(KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013). 

Bereits im beschädigten Gewebe gehen die meisten Neutrophilen in Apoptose über 

(FOX et al., 2010). Doch es konnte beobachtet werden, dass ein kleiner Teil der 

Neutrophilen zurück ins Blut remigrieren kann (WANG et al., 2017). Dieser Vorgang 

wird als reverse neutrophile Migration bezeichnet, und wurde unter sterilen 

Bedingungen im Zebrafischembryo entdeckt (MATHIAS et al., 2006). Ob dieser 

Vorgang physiologischer oder pathologischer Natur ist, ist noch nicht abschließend 

geklärt. Man geht aber davon aus, dass es zum Beenden der Entzündungsreaktion 

beiträgt, da die Remigration der Neutrophilen eine schnellere Revaskularisation des 

Gewebes erlauben (WANG et al., 2017). Eine Studie eines murinen Modells der akuten 

Lungenentzündung belegte, dass remigrierte Neutrophile zur Abschwächung der 
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Entzündungsreaktion beitragen (JI et al., 2024). Auf remigrierten Neutrophilen wurde 

eine signifikant erhöhte Abundanz des Proteins Aconitatdecarboxylase 1 festgestellt, 

die mit einer reduzierten ICAM-1 Expression, verglichen mit den Neutrophilen aus der 

Lunge assoziiert wurde, was ähnlich zu den Neutrophilen aus dem peripheren Blut 

war, die ICAM-1 kaum exprimieren (JI et al., 2024). Da ICAM-1 auf Endothelzellen die 

Integrin-vermittelte Adhäsion von Neutrophilen ermöglicht, wird vermutet, dass ICAM-

1 auf Neutrophilen ebenfalls zu einer Retention im entzündeten Gewebe beiträgt 

(HAYDINGER et al., 2023; JI et al., 2024). 

 

2.1.4 Abwehrmechanismen der Neutrophilen 

Am Ort der Entzündung angekommen, haben Neutrophile ein Repertoire an 

Abwehrmechanismen gegenüber Pathogenen zur Verfügung um ihrer Aufgabe als 

Ersthelfer des angeborenen Immunsystems gerecht zu werden (LEBLANC et al., 

2024).  

 

2.1.4.1 Oxidativer Burst 

Neutrophile werden durch bestimmte Mustererkennungsrezeptoren aktiviert 

(LEBLANC et al., 2024). Einer der neutrophilen Abwehrmechanismen ist der oxidative 

Burst, der mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einhergeht 

(ROSALES, 2020). ROS werden eingesetzt um Bakterien, wie zum Beispiel 

Mycobacterium tuberculosis abzutöten (JIANG et al., 2025). Neutrophile können 

experimentell durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert werden, was zu 

einer erhöhten ROS-Produktion führt (DAMASCENA et al., 2022; JOBE et al., 2025). 

Durch Aktin-Polymerisation wird der Nicotinamid-Adenin-Dinucleotide-Phoshat-

Oxidase-Komplex (NOX) in der Zelle zusammengefügt, der dabei eine entscheidende 

Rolle einnimmt (ROSALES, 2020). Dieser spaltet Nicotinamid-Adenin-Dinucleotide-

Phoshat (NADPH) mit Sauerstoff zu NADP+, sogenannten Superoxiden und H+-Ionen 

(ROSALES, 2020). Über die Superoxiddismutase (SOD) werden die Superoxide weiter 

zu Wasserstoffperoxid umgewandelt, welche dann über die Myeloperoxidase weiter 

zu hypochloriger Säure umgewandelt wird, die sehr effektiv gegen Bakterien ist 



LITERATUR 

11 

 

(ROSALES, 2020). Dabei wird der SOD auch eine regulatorische Rolle im oxidativen 

Burst zugeteilt, die die Reaktion von Superoxiden zu Wasserstoffperoxid katalysiert 

(BRINKMANN et al., 2025). Die NADPH Oxidase ist abhängig von ihren Substraten 

Sauerstoff und NADPH, welche hauptsächlich über den Pentose-Phosphat-Weg 

gebildet werden, aber auch durch andere Wege im Glucose-Metabolismus (JOBE et 

al., 2025). Eine Hemmung der NADPH Oxidase führt zu einer signifikant niedrigeren 

ROS-Produktion (JIANG et al., 2025). Dies kann auch von Bakterien wie 

Staphylococcus aureus genutzt werden, um der Abtötung durch ROS zu entgehen 

(TOMLINSON et al., 2023). 

 

2.1.4.2 Neutrophile Extrazelluläre Netze (NETs) 

Vor mehr als 20 Jahren wurde erstmalig beobachtet, dass aktivierte Neutrophile 

Fasern aus Chromatin und Granulaproteinen freisetzen und damit an Bakterien 

binden, um sie schlussendlich zu eliminieren (BRINKMANN et al., 2004). Dieser 

Vorgang wurde als NETose bezeichnet (BRINKMANN et al., 2004). Heutzutage 

unterscheidet man zwei NET-Stoffwechselwege: Die suizidale NETose wurde erstmals 

in humanen Neutrophilen beschrieben und ist ein Prozess, im Rahmen dessen die 

Zelle zugrunde geht (FUCHS et al., 2007; PAPAYANNOPOULOS, 2018). Diese Art 

der NETose wird auch als NOX-abhängig bezeichnet, da sie durch den NOX-Komplex 

ausgelöst wird (WANG et al., 2024a). Der NOX-Komplex ist an der Bildung von ROS 

beteiligt (WANG et al., 2024a). Dadurch wird deutlich, dass der oxidative Burst und die 

NETose eng miteinander verbunden sind. ROS aktiviert in der Zelle die 

Myeloperoxidase (MPO) und sorgt für eine Translokation der neutrophilen Elastase 

(NE) in den Zellkern (WANG et al., 2024a). Beide Proteine sind für die Dekondensation 

von Chromatin verantwortlich (WANG et al., 2024a). Ein anderer Mechanismus, der 

eine Chromatindekondensation ermöglicht, ist die Histon-Citrullination die durch die 

Protein-Arginin-Deiminase (PAD) Typ 4 erfolgt (PAPAYANNOPOULOS, 2018). 

Parallel dazu ist die nicht-lytische NETosis beschrieben (WANG et al., 2024a). Dies 

wurde erstmals an humanen Neutrophilen beobachtet, die mit Staphylococcus aureus 

infiziert wurden (PILSCZEK et al., 2010). Die nicht-lytische NETose wird als NOX-

unabhängig beschrieben (WANG et al., 2024a). Die Desoxyribonukleinsäure (DNS) 

wird hierbei durch Vesikel extrazellulär befördert, ohne die Zelle dabei zu zerstören 
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(WANG et al., 2024a). Während die NETose primär der Erregerbekämpfung dient, 

kann sie im Falle einer Fehlregulation oder Überstimulation auch das körpereigene 

Gewebe schädigen (WIGERBLAD und KAPLAN, 2023). Die NETose ist daher mit 

mehreren Autoimmunkrankheiten assoziiert (LEE et al., 2017). So zum Beispiel mit der 

ERU (FINGERHUT et al., 2019; FINGERHUT et al., 2022). Dabei konnte im Serum 

von an ERU erkrankten Pferden deutlich mehr freie DNS und relative Nuklease-

Aktivität, die als NET-Marker verwendet wurden, detektiert werden, als im Serum von 

gesunden Pferden (FINGERHUT et al., 2019). Das lässt sich dadurch erklären, dass 

Neutrophile von an ERU erkrankten Pferden, in einem präaktivierten Zustand vorliegen 

(WEIGAND et al., 2021). Weitere NET-Marker wurden neben dem Serum auch in der 

Glaskörperflüssigkeit von an ERU erkrankten Pferden gefunden (FINGERHUT et al., 

2022). Einige NET-Markern wurden sogar in Zusammenhang mit dem Schweregrad 

der ERU gebracht (FINGERHUT et al., 2022). Das könnte darauf beruhen, dass NETs 

einen zytotoxischen Effekt auf die Blut-Retina-Schranke haben, was in der Studie von 

Fingerhut et. al. mit isolierten humanen NETs und einer humanen Zelllinie, die die Blut-

Retina-Schranke repräsentierte, gezeigt werden konnte (FINGERHUT et al., 2022). Im 

Zusammenhang mit der NETose steht auch die rheumatoide Arthritis (RA) 

(WIGERBLAD und KAPLAN, 2023; WANG et al., 2024a). Hier konnte schon vor einem 

Jahrzehnt festgestellt werden, dass die IgA Komplexe, die bei dieser Krankheit 

gebildet werden, eine fehlregulierte NETose auslösen (ALEYD et al., 2016). Eine 

aktuelle Studie hat dabei ergeben, dass bei einer Kombination aus RA und 

interstitieller Pneumonie, Patienten eine erhöhte Bildung von NETs aufweisen (XUE et 

al., 2025). Dies führt zu einer Förderung der Differenzierung von MRC-5-Zellen in 

Myofibroblasten, womit wiederum eine Lungenfibrose begünstigt wird (XUE et al., 

2025). Daher wird in dieser Studie eine medikamentöse Beeinflussung der NETose 

als Therapieoption vorgeschlagen (XUE et al., 2025).  

 

2.1.4.3 Freisetzung von Granula 

Die Granula von humanen Neutrophilen werden bereits im Knochenmark während der 

Granulopoese gebildet (BORREGAARD et al., 1995). Die ersten gebildeten Granula 

werden als azurophile Granula bezeichnet (FAURSCHOU und BORREGAARD, 2003). 

Sie enthalten vor allem Myeloperoxidase, Defensine, Elastase und Azurocidin 
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(EICHELBERGER und GOLDMAN, 2020; ROSALES, 2020).  Danach entstehen die 

spezifischen Granula, die Lysozyme wie Lactoferrin und Gelatinase enthält 

(EICHELBERGER und GOLDMAN, 2020). Diese wirken vor allem antimikrobiell 

(LEBLANC et al., 2024). Die gelatinasehaltige Granula werden in den stabkernigen 

Neutrophilen gebildet und enthalten überwiegend Gelatinasen, wie 

Metalloproteinasen, aber auch einen kleinen Teil an Lactoferrin (EICHELBERGER und 

GOLDMAN, 2020; ROSALES, 2020). Die sekretorischen Vesikel werden erst zuletzt 

im bereits ausgereiften Neutrophilen gebildet (FAURSCHOU und BORREGAARD, 

2003). Sie enthalten Plasmaproteine und membran-assoziierte Rezeptoren, die eine 

wichtige Rolle bei der Entzündungsreaktion einnehmen (FAURSCHOU und 

BORREGAARD, 2003; EICHELBERGER und GOLDMAN, 2020; LEBLANC et al., 

2024). Nach Aktivierung der Neutrophilen degranulieren zuerst die sekretorischen 

Vesikel, danach erfolgt die Ausschüttung der übrigen Granulatypen entgegen der 

Reihenfolge der Granulopoese (ROSALES, 2020). Die Degranulation kann an der 

Plasmamembran extrazellulär erfolgen oder intrazelluär in ein Phagosom entlassen 

werden (EICHELBERGER und GOLDMAN, 2020). Dabei ist zu beachten, dass, wie 

bei der ROS und NETs-Bildung, auch bei der Degranulation Gewebeschäden durch 

das Entlassen von Granula aus der Zelle entstehen können (EICHELBERGER und 

GOLDMAN, 2020). Im Kontext mit autoimmunen Erkrankungen wurde bei einer 

Proteomanalyse von gesunden und an ERU erkrankten equinen Neutrophilen 

festgestellt, dass der Stoffwechselweg der neutrophilen Degranulation bei ERU erhöht 

ist (WEIGAND et al., 2021). Insgesamt wurden 9 Proteine gefunden, die mit der 

Degranulation assoziiert und in ERU höher abundant waren (WEIGAND et al., 2021). 

Hervorzuheben ist das Calgranulin B, dass eine über 18-fach erhöhte Expression 

zeigte und mit dem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke in Verbindung stehen 

könnte (WEIGAND et al., 2021). Bei einem akuten ischämischen Schlaganfall konnten 

ebenfalls hochregulierte Proteine in humanen Neutrophilen nachgewiesen werden, die 

die Degranulation fördern (LI et al., 2025a). Die hochregulierten Proteine 

Synaptotagmin-9, SH3 Domäne-bindendes Protein-1 und Syntaxin-bindendes Protein 

1 werden von der Histon-Deacetylase 2 regulatorisch beeinflusst, welches wiederum 

so auch die Degranulation in diesem Krankheitsmodell beeinflusst (LI et al., 2025a). 

Der Mechanismus der Degranulation erfolgt durch Stimulation der Zellen. Dadurch 

bewegen sich die Granula Richtung Phagosom oder Plasmamembran (LACY, 2006). 
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Dort verbinden sie sich mit der Membran, um dort eine Pore zu bilden, in die sie 

schließlich ihre Granula entlassen können. Dieser Prozess wird Exozytose genannt 

(LACY, 2006), ein Prozess der  über die Snap Rezeptoren (SNARE) und RAB Proteine 

wird die Vesikelausschüttung kontrolliert wird (ROSALES, 2020). Je nach Vesikeltyp 

werden unterschiedliche SNARE Komplexe gebildet (ROSALES, 2020). Diese 

Komplexe bestehen aus den SNAREs und den Vesikel-assoziierten 

Membranproteinen (LACY, 2006). In Folge darauf kommt es zu einer Fusion und 

schließlich zur Degranulation (LACY, 2006). 

 

2.1.4.4 Phagozytose 

Die Phagozytose ist ein Rezeptor-vermittelter Prozess, bei dem Pathogene in einer 

Vakuole, die als Phagosom bezeichnet wird, eingeschlossen werden, um sie zu 

beseitigen (ROSALES, 2020). Neutrophile erkennen diese Pathogene an Pathogen-

assoziierten molekularen Mustern (PAMPs, engl. pathogen-associated molecular 

patterns oder durch Opsonierung (VAN KESSEL et al., 2014; ROSALES, 2020; BURN 

et al., 2021). Durch die Aktivierung von phagozytotischen Rezeptoren verändert sich 

das Aktinskelett und die Zellmembran, um das Phagosom zu formen (ROSALES, 

2020). Das humane Phagosom fusioniert dann mit den sekretorischen Vesikeln 

(FINGERHUT et al., 2020). Durch die Entlassung der Granula in das Phagosom wird 

der pH gesenkt. Nach einer weiteren Verschmelzung mit Lysosomen, wird dadurch 

das Phagolysosom gebildet (ROSALES, 2020). An der Membran des Phagolysosoms 

baut sich nun die NADPH Oxidase zusammen und startet die Produktion von ROS 

(VAN KESSEL et al., 2014). Darüber hinaus sinkt der pH im Phagolysosom weiter 

(ROSALES, 2020). Kalium-Influx sorgt für die Freisetzung von Serin-Proteasen 

(ROSALES, 2020). Außerdem produziert die MPO HOCl, das eine bakterizide Wirkung 

hat (ROSALES, 2020). Durch diese Prozesse werden die phagozytierten Pathogene 

schließlich zerstört (VAN KESSEL et al., 2014). 
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2.1.5 Heterogenität und Immunmodulation von Neutrophilen 

Momentan ist die Heterogenität von Neutrophilen ein sehr stark diskutiertes Thema. 

Viele Unterschiede konnten in der Population der Neutrophilen festgestellt werden. 

Diese beziehen sich auf Merkmale wie das Alter, die Dichte, die Expression von 

Oberflächenmarkern oder auch funktionelle Eigenschaften von Neutrophilen im 

physiologischen und pathologischen Zustand (HE et al., 2025). 

Durch Single-Cell-RNA-Sequencing ist es nun möglich dieser Frage genauer auf den 

Grund zu gehen (WIGERBLAD et al., 2022). In einer Studie wurde entdeckt, dass 

humane Neutrophile auf transkriptorischer Ebene heterogen sind (WIGERBLAD et al., 

2022). Daraus konnten vier Subklassen von Neutrophilen eingeteilt werden, die 

immaturen, transitionalen, transkriptional inaktiven und transkriptional aktiven 

Neutrophilen (WIGERBLAD et al., 2022).  In einer weiteren Studie wurden humane 

Neutrophile aus Kolonbiopsien von Patienten mit entzündlichen Darmerkrankungen 

isoliert und durch Single-Cell-RNA-Sequencing wurde ebenfalls eine Heterogenität 

dieser Zellen nachgewiesen (GARRIDO-TRIGO et al., 2023). Es konnten drei Arten 

von Neutrophilen unterschieden werden, die jeweils unterschiedliche Marker und 

Oberflächenstrukturen exprimieren (GARRIDO-TRIGO et al., 2023). Neutrophile 

Heterogenität spielt auch bei Autoimmunkrankheiten wie dem proliferativem Lupus 

nephritis eine Rolle (OSTENDORF et al., 2025). Hier konnte erst kürzlich eine 

Population aktivierter Neutrophiler mithilfe des lysosomal assoziierten 

Membranprotein 1 identifiziert werden, dass auf den Zellen nach Stimulation vermehrt 

auf der Zelloberfläche exprimiert wird, obwohl es von erkrankten Neutrophilen nicht 

mehr exprimiert wird als in den Kontrollen (OSTENDORF et al., 2025). Daher dient das 

lysosomal assoziierte Membranprotein 1 als Marker für die Subpupulation der 

aktivierten Neutrophilen in proliferativem Lupus nephritis (OSTENDORF et al., 2025). 

Eine weitere Subklasse der Neutrophilen konnte bereits vor einigen Jahrzehnten in 

Patienten mit Systemischem Lupus erythrematosus (SLE), RA und akutem 

rheumatischem Fieber festgestellt werden (HACBARTH und KAJDACSY-BALLA, 

1986). Die sogenannten „low density neutrophils“ (LDNs) sind eine Gruppe von 

Neutrophilen, die im Gegensatz zu den anderen Neutrophilen bei der 

Dichtegradientenzentrifugation in der Schicht mit den periphere mononukleäre 

Blutzellen (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cells) verbleiben (HASSANI et 

al., 2020). Der Grund dafür ist ihre niedrigere Dichte im Vergleich zu den übrigen 
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Neutrophilen (HASSANI et al., 2020). LDNs werden mit verschiedenen humanen 

Krankheitsbildern assoziiert (SCAPINI et al., 2016). Vermehrte LDNs und damit auch 

die vermehrte Produktion von NETs, treten zum Beispiel bei inkompletten SLE- und 

SLE- Patienten auf (HENNING et al., 2025). In geringer Menge treten LDNs auch im 

Blut von gesunden Menschen auf (BLANCO-CAMARILLO et al., 2021). Neben ihrer 

geringeren Dichte wurde eine erhöhte ROS-Produktion und eine erhöhte 

Phagozytose-Kapazität festgestellt (BLANCO-CAMARILLO et al., 2021). Ferner 

existiert eine Studie beim Pferd, die das Vorhandensein von LDNs beim gesunden 

Pferd nachgewiesen hat. (HERTEMAN et al., 2017). Zudem konnte in derselben 

Studie gezeigt werden, dass bei asthmatischen Pferden vermehrt LDNs auftreten. Es 

wurde gezeigt, dass LDNs deutlich reifer sind und mehr NETs produzieren als die 

Neutrophile mit höherer Dichte (HERTEMAN et al., 2017). Analog zu den Pferden, 

konnten auch bei gesunden Menschen LDNs nachgewiesen werden (BLANCO-

CAMARILLO et al., 2021). Beim Vergleich von LDNs mit den HDNs von gesunden 

Spendern konnte festgestellt werden, dass LDNs auch bei gesunden Individuen in 

kleinerer Anzahl im Blut zu finden sind (BLANCO-CAMARILLO et al., 2021). 

Außerdem zeigten LDN eine vermehrte ROS-Produktion und eine erhöhte 

phagozytische Kapazität (BLANCO-CAMARILLO et al., 2021). Myasthenia gravis 

gehört ebenfalls zu den Krankheiten bei denen beim Menschen vermehrt LDNs 

festgestellt wurden und positiv mit der Schwere der Krankheit assoziiert wurden 

(ZHANG et al., 2025). Zudem konnte auch gezeigt werden, dass LDNs vor allem durch 

kontaktabhängige Mechanismen, wie beispielsweise mit Komponenten aus NETose 

eine proinflammatorische Th1- und Th17-Zell-Antwort und somit auch das adaptive 

Immunsystem beeinflussen können (ZHANG et al., 2025). Neutrophile interagieren 

aber nicht nur mit dem adaptiven Immunsystem, sondern mit vielen anderen 

Immunzellen, um deren Funktionen zu modulieren (MANTOVANI et al., 2011). Sie 

entlassen zum Beispiel granuläre Proteine, um Monozyten und dendritische Zellen 

anzulocken und auszureifen (HE et al., 2025). Mit humanen Neutrophilen wurde 

zudem gezeigt, dass Neutrophile die Fähigkeit besitzen Antigene über den MHC-II-

Komplex für CD4+T-Zellen zu präsentieren und damit vermutlich als atypische 

Antigenpräsentierende Zellen auch eine Rolle in der Antigen-spezifischen T-Zell 

Antwort spielen (VONO et al., 2017).  
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2.2 Glykosylierungen 

2.2.1 Definition und Entstehung von Glykosylierungen 

Nach der Translation gibt es für Proteine noch einen weiteren Vorgang, der für deren 

Funktionalität unerlässlich ist. Dieser Prozess wird als post-translationale Modifikation 

(PTM) bezeichnet (TIAN et al., 2025). Der Vorgang der PTM findet im 

endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi-Apparat statt (ZHANG und WANG, 

2016; SCHJOLDAGER et al., 2020). Es gibt verschiedene Formen der PTM, so zum 

Beispiel Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung und einige weitere (BRADLEY, 

2022; TIAN et al., 2025). Eine der häufigsten PTMs ist die Glykosylierung (ZHANG und 

WANG, 2016; BRADLEY, 2022). Dabei werden verschiedenste Zuckerstrukturen 

durch Glycosyltransferasen kovalent an bestimmte Aminosäurereste des Proteins 

gebunden (SCHJOLDAGER et al., 2020; TIAN et al., 2025). Die Glykosylierungen 

können in Untergruppen eingeteilt werden, je nachdem welche Aminosäure als 

Bindungspartner für die jeweilige Glykanstruktur dient (ZHANG und WANG, 2016; 

TIAN et al., 2025). Die C-Mannosylierung und die Glykosylphosphatidylinositol (GPI) 

vermittelte Membranverankerung kommen eher selten vor (TIAN et al., 2025). Die C-

Mannosylierung beschreibt die Anheftung eines Mannosylmoleküls an die C-Position 

von Tryptophan (DOUCEY et al., 1998). In einer Studie mit einer humanen testikulären 

Keimzelltumorzellline, wurde eine C-Mannosylierung dieser Zellen beschrieben sowie 

der regulatiorische Einfluss der C-Mannosylierung auf ein krankheitsassoziiertes 

Protein (KOBAYASHI et al., 2025). Jedoch wurde die C-Mannosylierung bisher nicht 

auf Neutrophilen beschrieben (Stand der PubMed-Recherche: 03.09.2025). Die GPI 

vermittelte Membranverankerung ist durch die Anheftung eines GPI-Ankers an ein C-

terminales Ende charakterisiert (KINOSHITA und FUJITA, 2016; SCHJOLDAGER et 

al., 2020). Ein GPI-Anker ist beispielsweise auf verschiedenen Proteinen der 

Plasmamembran zu finden, wo sie an Adhäsionsmoleküle, Zelloberflächenrezeptoren 

oder Hydrolasen als Glykosylierung dienen (ORLEAN und MENON, 2007). 

Experimentell konnte gezeigt werden, dass das α-Toxin von Clostridium septicum an 

diese mit einem GPI-Anker glykosylierten Proteine binden kann und darüber hinaus 

über einen Immunsensor eine schwere Entzündungsreaktion auslösen kann (JING et 

al., 2022).  

Sehr häufig sind dagegen die N- und die O-Glykosylierungen. Bei der N-
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Glykosylierung werden N-Glykane an Asparagin gehängt, dagegen werden bei der O-

Glykosylierung O-Glykane an Serin, Threonin oder Tyrosin gebunden (STEENTOFT 

et al., 2011; TIAN et al., 2025). Sowohl N- als auch O-Glykosylierungen gibt es in sehr 

vielen verschiedenen Ausführungen (HE et al., 2024). An die Verankerung am 

Asparagin ist bei allen N-Glykosylierungen eine N-Acetylglucosaminmannose 

gebunden (MEDZIHRADSZKY et al., 2015). Dies wird von der 

Oligosaccharyltransferase  katalyisert, die aus mehreren Untereinheiten besteht 

(HIRATA und KIZUKA, 2021). In einer Studie, die das Glykoproteom von 

Granulaproteinen von humanen Neutrophilen analysiert hat, konnte gezeigt werden, 

dass die Untereinheiten der Oligosaccharyltransferase in frühen neutrophilen 

Vorläuferzellen stark exprimiert sind und mit der großen Anzahl an Glykosylierungen 

in der azurophilen Granula korreliert sind (KAWAHARA et al., 2023). Des Weiteren 

wurde auch die N-Glykosylierung weiterer Zellorganellen von Neutrophilen 

charakterisiert und miteinander verglichen, wodurch eine spezifische Beschreibung 

des N-Glykoms von Neutrophilen unter physiologischen Gegebenheiten entstanden ist 

(KAWAHARA et al., 2023). In Neutrophilen spielen N-Glykosylierungen eine wichtige 

Rolle bei der Ausübung ihrer Funktionen (UGONOTTI et al., 2021). Beispielsweise ist 

die N-Glykosylierung essenziell für die enzymatische Aktivität der neutrophilen 

Myeloperoxidase, was in einer humanen und einer Hamster-Zellinie gezeigt wurde 

(VAN ANTWERPEN et al., 2010). Eine abweichende N-Glykosylierung ist dagegen oft 

mit Krankheiten assoziiert (SCHJOLDAGER et al., 2020). In humanen 

Brustkrebszellen wurde festgestellt, dass diese Zellen eine höhere Abundanz von N-

glykosyliertem CD24 zeigten als die Kontrollzellen (WANG et al., 2025). Zudem konnte 

herausgefunden werden, dass die STT3-Untereinheit des 

Oligosaccharyltransferasekomplexes eine entscheidende Rolle für die aberrante N-

Glykosylierung von CD24 in Brustkrebszellen spielte (WANG et al., 2025). Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass die aberrante N-Glykosylierung die Ferroptose, eine 

eisenabhängige Art des Zelltods, inhibiert und damit eine Resistenz gegen Paclittaxel, 

einem chemotherapeutischen Medikament, bewirkt. (WANG et al., 2025). Dies ist nur 

ein Beispiel, welche wichtige Rolle N-Glykosylierungen im Körper haben (HE et al., 

2024). Aber auch dafür, dass eine aberrante Glykosylierung schwerwiegende Folgen 

haben kann (RADOVANI und GUDELJ, 2022). 

Die O-Glykosylierung kann grundsätzlich in 11 Arten unterschieden werden 
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(SCHJOLDAGER et al., 2020). Eine der häufigsten Arten ist das O-glykosidisch 

gebundende N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), die auch als Muzin-Typ O-

Glykosylierung bezeichnet wird (HE et al., 2024). Initiert wird dies durch eine 

Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferase (GALNT), die GalNAc O-glykosidisch 

an die jeweilige Aminosäure bindet (HE et al., 2024). GALNTs erzeugen ein GalNac 

α1-O-Serin oder Threonin, das auch als Thomsen nouvelle (Tn)-Antigen bezeichnet 

wird (SCHJOLDAGER et al., 2020). Das Tn-Antigen ist die Vorstufe von 8 Core-

Strukturen, die durch Hinzufügen weiterer Zuckerstrukturen und Sialylierungen 

entstehen (CULL et al., 2025). Das Tn-Antigen ist kaum im gesunden humanen 

Gewebe, aber ist oft auf verschiedensten Tumorzellen zu finden (FU et al., 2016). In 

einer Studie, die Tn-Antigen exprimierende Brustkrebszellen über einen genetischen 

Knockout erzeugt hat, wurde festgestellt, dass das Tn-Antigen Metastasen förderte (LI 

et al., 2023). Für die Core-1-Struktur von O-Glykanen, die auch als T-Antigen 

bezeichnet wird, wird über die Core-1-Synthase eine β1,3-gebundene Galaktose 

ergänzt (CULL et al., 2025). Core-1-O-Glykane auf Neutrophilen konnten in der Maus 

als wichtiger Bindungspartner für das E-Selektin identifiziert werden, dass für die 

Anheftung und das Rollen über das Endothel entscheidend ist (siehe Kapitel 2.3.1) 

(YAGO et al., 2010). Eine höhere Abundanz der Core-1-Synthase konnte dagegen in 

humanen gastrointestinalen und urogenitalen Tumorzellen festgestellt werden, was 

positiv mit der Tumorproliferation und Metastasen assoziiert wurde (KALEMOGLU und 

CANER, 2025). Durch das Ergänzen eines β1,6-gebundenen N-Acetylglucosamins 

(GlcNAc) entsteht aus der Core-1-Struktur die Core-2-Struktur (CULL et al., 2025). Die 

Core-3-, Core-4- und Core-6-Strukturen entstehen jeweils durch die Verlängerung mit 

ein oder zwei β-gebundenen GlcNAc und Core-5 und Core-7 durch die Ergänzung 

eines α-gebundenen GalNAc. Bei der Core-8-Struktur wird eine α1-3-gebundene 

Galaktose mit dem Tn-Antigen verknüpft (CULL et al., 2025).   

 

2.2.2 Funktionen von Glykosylierungen 

Die Glykosylierung von Proteinen ist ein unerlässlicher Prozess, da sie enorm wichtig 

für deren Funktion ist (SCHJOLDAGER et al., 2020). Schon in der Proteinfaltung spielt 

die Glykosylierung eine tragende Rolle (HE et al., 2024). Diese findet im ER statt 

(SCHJOLDAGER et al., 2020). Die N-Glykosylierung erleichtert die Proteinfaltung, 
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indem sie die Polypeptidstruktur stabilisiert (HELENIUS und AEBI, 2004). Zudem 

ermöglichen sie die Interaktion von Glykoproteinen mit Lektinchaperonen wie Calnexin 

und Calretikulin, die ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung spielen 

(HELENIUS und AEBI, 2004). Die Protein UDP-Glukose Glykoprotein-

Glukosyltransferase 1 (UGGT1) kann unstabile oder fehlgefaltete Glykoproteine 

reglykosylieren, die dadurch von Lektinchaperonen erkannt werden und so der 

Degradation im ER entgehen können (LAMRIBEN et al., 2016; NINAGAWA et al., 

2024). Die UGGT1 reguliert damit welche Proteine gefaltet werden und welche 

Proteine degradiert werden und agiert somit als Kontrolle der Proteinqualität, was 

durch eine genetische Modifikation des UGGT1 in einer humanen Zellline gezeigt 

werden konnte (NINAGAWA et al., 2024). Eine andere wichtige Funktion der 

Glykosylierung ist die Regulation der Zelladhäsion (HE et al., 2024). Vor allem 

Oberflächenproteine sind oft stark glykosyliert, (HE et al., 2024). In Kapitel 2.2.1 wurde 

bereits erwähnt, dass die O-Glykosylierung auf Neutrophilen eine Bindung an das E-

Selektin und somit an Endothelzellen ermöglicht (YAGO et al., 2010). Dabei ist zu 

beachten, dass auch die Glykosylierung ein sehr dynamisches Geschehen ist (TIAN 

et al., 2025). So konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Epidermalem 

Wachstumsfaktor zu humanen Brustkrebszellen eine Desialylierung durch 

Neutramidasen von Plasmamembranproteinen erfolgte und dadurch auch deren 

Endozytose zurück zum Golgi-Apparat (MACDONALD et al., 2025). Dort konnten die 

Plasmamembranproteine wieder entsprechend glykosyliert werden (MACDONALD et 

al., 2025). Glykosylierte Oberflächenstrukturen werden von Glykan-bindenden 

Proteinen erkannt (HE et al., 2024). Dazu zählen unter anderen die Galektine (GAL), 

die Siglecs und die Selektine (SCHJOLDAGER et al., 2020; HE et al., 2024). In 

verschiedenen murinen Knockout-Modellen wurde bereits bewiesen, dass die O-

glykosylierten, terminal sialylierten Glykoproteine PSGL -1, CD43 und CD44, die auf 

Neutrophilen zu finden sind, mit den „Lipid Rafts“ über ihre Glykosylierung in 

Verbindung stehen (SHAO et al., 2015). Die „Lipid Rafts“ fungieren dabei als wichtiger 

Teil der Signaltransduktion (SIMONS und TOOMRE, 2000). Die Bindung von „Lipid 

Rafts“ und Glykoproteinen ist notwendig, um eine Signaltransduktion durch ein 

Selektin zu ermöglichen (SHAO et al., 2015). Daneben können auch Galektine über 

eine Glykan-Bindung Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems 

modulieren (LIU und STOWELL, 2023).  Die Expression von Galektin 1 (GAL1) konnte 
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mit vermehrtem Auftreten von als tumorprogressiv geltenden myeloischen 

Suppressorzellen in Verbindung gebracht werden (BLIDNER et al., 2025). Diese 

myeloischen Suppressorzellen werden dabei in Monozytenähnliche und 

Neutrophilenähnliche eingeteilt (BLIDNER et al., 2025). Bei den Suppressorzellen 

wurde eine nischenabhängige Glykosylierung festgestellt, die vermehrt asialo-Core 1 

O-Glykane, komplexe β1-6-verzweigte Glykane und verlängerte N-Acetyllaktosamin 

(LacNAc)-Reste zeigte (BLIDNER et al., 2025). Dadurch werden die 

immunregulierenden und proangiogenen Fähigkeiten der myeloischen 

Suppressorzellen verstärkt, was insgesamt einen tumorprogressiven Effekt hat.  Das 

Glykoprotein CD177, das auf Neutrophilen vorkommt, besitzt ebenfalls 

immunregulierende Eigenschaften (HUANG et al., 2025). Das auf der 

Neutrophilenoberfläche exprimierte Glykoprotein wird durch eine Sialyltransferase 

sialyliert und hat eine antiinflammatorische Wirkung (HUANG et al., 2025). Dieses 

wurde sowohl in humanen als auch in murinen Neutrophilen nach einer Verletzung des 

zentralen Nervensystems experimentell nachgewiesen (HUANG et al., 2025). CD177 

ist N-glykosyliert und bereits 1992 wurde festgestellt, dass nur eine Subpopulation der 

humanen Neutrophilen dieses N-glykosylierte Protein trägt (GOLDSCHMEDING et al., 

1992). Mit Hilfe der Einzelzell-RNA-Sequenzierung wurde die Subklasse der CD177+-

Neutrophilen bestätigt, sowie die abundante Expression von antiinflammatorischen 

Genen (HUANG et al., 2025). Zusammengefasst deutet dies darauf hin, dass 

Glykosylierungen durch ihre Funktionen auch eine Unterscheidung in Subklassen 

zulassen.  

 

2.2.3 Einsatz von Pflanzenlektinen zum Nachweis von Glykosylierungen 

Um Glykosylierungen genau erforschen zu können, müssen sie nachgeweisen 

beziehungsweise markieren werden. Aufgrund ihrer immer größer werdenden 

Bedeutung, gibt es zahlreiche Techniken, um das Glykom besser erforschen zu 

können. Pflanzenlektine sind ähnlich den körpereigenen Lektinen glykanbindende 

Proteine, die aufgrund ihrer Spezifität zum Nachweis spezifischer Glykane verwendet 

werden (MANNING et al., 2017). Einige Einsatzmöglichkeiten von Pflanzenlektinen 

zum Nachweis bestimmter Glykanstrukturen werden im Folgenden vorgestellt: 
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Die Durchflusszytometrie ist eine geeignete Methode um Glykosylierungen mittels 

spezifischer, glykanbindender Pflanzenlektine auf der Oberfläche von Zellen zu 

messen (MOREL et al., 2022). Die Anwendung einer lektinbasierten 

Durchflusszytometrie kann unterschiedliche Ziele verfolgen. Beispielsweise kann über 

die Bindung von mehreren Pflanzenlektinen mit unterschiedlichen 

Bindungsspezifitäten die Oberflächenglykosylierung von Immunzellen charakterisiert 

werden (MOREL et al., 2022). In einer Studie, die humane B-Zellen von gesunden, an 

systemischen Lupus Erythematosus (SLE) und primärem Sjörgens Syndrom 

erkrankten Patienten untersucht hat, konnte durch Anwendung von 12 

Pflanzenlektinen festgestellt werden, welche Glykosylierungen auf der Oberfläche von 

gesunden B-Zellen zu finden sind und dass sich die Oberflächenglykosylierung bei den 

B-Zellen aus den Krankheitsmodellen verändert hat (MOREL et al., 2022). Zudem 

kann über die pflanzenlektinbasierte Durchflusszytometrie auch untersucht werden, 

wie sich die Oberflächenglykosylierung während eines Prozesses verändert, wie es 

bei der Differenzierung von humanen B-Zellen gezeigt werden konnte (GIOVANNONE 

et al., 2018). Eine sehr spezifische Anwendung von Pflanzenlektinen in der 

Durchflusszytometrie wurde in einem Konsensusprotokoll für die Quantifizierung der 

Thrombozytendesialylierung vorgeschlagen (KAUSKOT et al., 2025). Da die 

Desialylierung essenziell für die Funktion der Thrombozyten ist, gilt sie als 

diagnostischer Biomarker. Diese konnte mittels der Pflanzenlektine RCA-1 und ECL in 

der Durchflusszytometrie quantifiziert werden (KAUSKOT et al., 2025). Des Weiteren 

können Pflanzenlektine auch angewendet werden, um die Glykosylierung von 

Glykoproteinen auf der Zelloberfläche zu charakterisieren (KELM et al., 2020). 

Beispielsweise wurden in einer Studie Phaseolus Vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E) 

und Galanthus Nivalis Lektin (GNL) angewendet, um mittels Durchflusszytometrie 

Unterschiede in der Glykosylierung auf humanen Neutrophilen durch Stimulierung zu 

zeigen (KELM et al., 2020). Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass diese 

Pflanzenlektine spezifisch an Glykane des humanen CD11b/CD18 binden (KELM et 

al., 2020).  Während über eine pflanzenlektinbasierte Durchflusszytometrie 

quantitative Aussagen über Glykosylierungen generiert werden können, kann die 

Bindung eines Pflanzenlektins an ein spezifisches Glykan auf einer Zelle durch eine 

Immunzytologie oder Immunhistologie visualisiert werden (MANNING et al., 2017). So 

wurden verschiedene Pflanzenlektine zur Charakterisierung extrazellulärer 
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Matrixstrukturen im somatosensorischen Kortex und im Hippocampus von Mäusen 

verwendet, um diese nachzuweisen (UENO et al., 2025). Mit derselben Methode 

konnten zudem die Sialylierung von Müllerzellen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden mithilfe der Pflanzenlektine Maackia amurensis leukoagglutinin, 

Maackia amurensis hemoagglutinin und Sambucus nigra lectin nachgewiesen werden 

(LORENZ et al., 2021). 

 

2.2.4 Bedeutung von aberranten Glykosylierungen bei autoimmunen 

Krankheitsbildern 

Im Vorherigen Kapitel wurde dargelegt, weshalb Glykosylierungen eine wichtige Rolle 

spielen und mit welchen pflanzenlektinbasierten Methoden sie nachweisbar sind. In 

diesem Kapitel werden autoimmune Krankheitsbilder vorgestellt, die mit einem 

veränderten Glykosylierungsmuster assoziiert sind. Die ERU ist eine 

Autoimmunerkrankung des Pferdes, bei der ein abweichendes Glykosylierungsmuster 

auf an ERU erkrankten retinalen Müllerzellen entdeckt wurde (LORENZ et al., 2021). 

Da in der Massenspektrometrie festgestellt wurde, dass die Sialidase Neuraminidase 

1 höher abundant ist, wurde über die Bindung von Pflanzenlektinen gezeigt, dass 

Müllerzellen von an ERU erkrankten Pferden signifikant weniger α2,3- und α2,6-

Sialylierungen tragen als die gesunden Müllerzellen (LORENZ et al., 2021). Die 

genaue Bedeutung der retinalen Desialylierung konnte dabei nicht aufgeklärt werden 

(LORENZ et al., 2021). In den Leukozyten aus dem peripheren Blut von an ERU 

erkrankten Pferden ist bisher keine mit der Krankheit assoziierte Glykosylierung 

beschrieben worden (Stand der PubMed-Recherche: 05.09.2025), allerdings finden 

sich Berichte über veränderte Glykosylierungen von Leukozyten bei anderen 

autoimmunen Krankheitsbildern. So wurden in einer Studie bei aus SLE-Patienten 

isolierte Immunzellen veränderte Glykosylierungen im Vergleich zu gesunden 

Probanden festgestellt (SZABO et al., 2024). Einige T-Zellklassen von SLE-Patienten 

exprimieren nach in vitro Stimulation signifikant mehr α2,6-Sialylierung und ebenfalls 

signifikant mehr Core Fukosylierung gegenüber den unstimulierten SLE-T-Zellen und 

den T-Zellen von gesunden Probanden (SZABO et al., 2024). Festgestellt wurde das 

über eine lektinbasierte Durchflusszytometrie, indem das Pflanzenlektin SNA 

verwendet wurde um die α2,6-Sialylierung und das Aleuria aurantia Pflanzenlektin 



LITERATUR 

24 

 

(AAL) um Core Fukosylierungen zu binden (BOJAR et al., 2022; SZABO et al., 2024). 

Eine ebenfalls signifikant höher abundante Core Fukosylierung zeigten unstimulierte 

Plasmablasten (SZABO et al., 2024). Dagegen konnte eine signifikant niedriger 

abundante Core Fukosylierung in doppelt negativen natürlichen Killer-T-Zellen, 

stimulierten B-Gedächniszellen und stimulierten Monozyten festgestellt werden 

(SZABO et al., 2024). Bei den doppelt negativen natürlichen Killer-T-Zellen und den 

stimulierten wie auch unstimulierten B-Gedächniszellen waren zudem die α2,6-

Sialylierung signifikant niedriger (SZABO et al., 2024). Generell wurde festgestellt, 

dass eine vermehrte Glykosylierung durch höher abundante α2,6-Sialylierung und 

Core Fukosylierung meist positiv mit der Krankheitsaktivität von SLE korreliert (SZABO 

et al., 2024). Die genauen Auswirkungen dieser veränderten Glykosylierungen, 

konnten dabei nicht aufgedeckt werden (SZABO et al., 2024). In der Studie von Szabo 

et al. wurde die Glykosylierung einiger Immunzellen in Bezug auf der 

Autoimmunerkrankung SLE analysiert, allerdings wurden in dieser Studie nicht die 

Glykosylierung von Neutrophilen untersucht, obwohl festgestellt wurde, dass diese 

Zellen an der SLE beteiligt sind (AMBLER und KAPLAN, 2024; WU et al., 2025b).  

 

2.3 Equine rezidivierende Uveitis (ERU) 

2.3.1 Definition und Klinik der ERU 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist einer der häufigsten Gründe für eine ein- 

oder beidseitige Erblindung beim Pferd (DEEG et al., 2002b; GILGER, 2010). Im 

europäischen Raum sind ungefähr bei 8-10% der Pferde von der ERU betroffen 

(SPIESS, 2010), in den USA sogar zwischen 2 und 25% (GILGER, 2010). Typische 

Symptome einer akuten Uveitis sind Blepharospasmen, Epiphora, Vaskularisation in 

Richtung der Kornea, Kornealödem, Miosis und eine Trübung der 

Glaskörperflüssigkeit (DEEG et al., 2004; GILGER und MICHAU, 2004; WOLLANKE 

et al., 2022). Zusätzlich sind weitere Symptome wie Kataraktbildung, eine dauerhafte 

Trübung der Glaskörperflüssigkeit, Synechien, Keratitis, Sehverlust und Atrophie des 

betroffenen Auges sehr hinweisend auf eine ERU (GILGER und MICHAU, 2004; 

GILGER, 2010; WOLLANKE et al., 2022). Letztendlich kann aber nur dann von einer 
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ERU gesprochen werden, wenn mindestens zweimal eine akute Uveitis, auch 

„Uveitisschub“ genannt, nachgewiesen wurde (GILGER et al., 2022). 

Nach Gilger und Michau gibt es drei verschiedene Arten der ERU: Die klassische, die 

schleichende (engl. insidious) und die posteriore ERU (GILGER und MICHAU, 2004). 

Die klassische Uveitis ist durch periodische aktive Uveitis-Schübe, die wiederum von 

Ruhephasen unterbrochen werden, gekennzeichnet (GILGER und MICHAU, 2004; 

MCMULLEN und FISCHER, 2017). In der aktiven Uveitis sind Iris, Zilliarkörper und 

Choroid entzündet, zusätzlich sind Kornea, vordere Augenkammer, Linse, Retina und 

der Glaskörper oft mitbeteiligt (MCMULLEN und FISCHER, 2017; GILGER et al., 

2022). Nach jeder Ruhephase folgt meist ein stärkerer Schub (GILGER und MICHAU, 

2004). Diese aufeinanderfolgenden Uveitis-Schübe führen zu Kataraktbildung, 

intraokulären Adhäsionen, Phthisis bulbi (Atrophie des Auges) und schlussendlich zur 

Erblindung des betroffenen Auges (GILGER und MICHAU, 2004). Bei der 

schleichenden ERU fällt die Erkrankung oft erst bei der Erscheinung eines Katarakts 

oder einer Beeinträchtigung des Sehens auf, da die betroffenen Pferde an einer 

permanenten Entzündung leiden, wenn auch in geringerer Stärke (GILGER und 

MICHAU, 2004). Daher wird auch diskutiert, ob diese Form weiterhin zur ERU gezählt 

werden soll, da diese Tiere keine klassischen Uveitis-Schübe mit darauffolgenden 

Ruhephasen haben (WOLLANKE et al., 2022). Die schleichende Uveitis betrifft zuerst 

die posterioren Augenanteile und wandert im weiteren Verlauf zu den anterioren 

Anteilen, bis schließlich das ganze Auge betroffen ist (MCMULLEN und FISCHER, 

2017).  Diese Form tritt meist bei Appaloosas, Knabstrupper und Kaltblutrassen auf 

(GILGER, 2010; KINGSLEY et al., 2023). Bei Knabstruppern und Appaloosas tritt die 

schleichende ERU zudem meist bilateral auf und führt oft zur Erblindung (KINGSLEY 

et al., 2023). Eine vitreale Trübung und Degeneration der Retina treten bei der 

posterioren Form der ERU auf (GILGER, 2010). Dem Namen entsprechend ist das 

Entzündungsgeschehen eher auf die hinteren Augenbestandteile beschränkt 

(GILGER, 2010). Es treten dabei schwere Uveitisschübe auf, die eine langsame 

Reaktion auf eine medikamentöse Therapie zeigen (MCMULLEN und FISCHER, 

2017). 
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2.3.2 Ätiologie, Pathogenese und Therapie der ERU 

Obwohl nachgewiesen werden konnte, dass die ERU eine immunmediierte 

Erkrankung ist, konnte die genaue Ätiologie der ERU immer noch nicht entschlüsselt 

werden (SOTH et al., 2024). Eine zentrale Rolle in der Pathogenese der ERU spielen 

die T-Zellen, da die ERU eine T-zell-vermittelte Erkrankung ist (DEGROOTE und 

DEEG, 2020). Im Auge von an ERU erkrankten Pferden wurden vorwiegend CD4+ T-

Zellen gefunden, die sich gegen die retinalen Antigene Interphotorezeptor Retinoid-

bindendes Protein (IRBP) und S-Antigen richten (DEEG et al., 2001). Beim Pferd 

konnte eine ERU-ähnliche Uveitis durch die Injektion von IRBP in Freunds Adjuvant 

induziert werden (DEEG et al., 2002b). Dagegen wurde bei einer Immunisierung von 

Pferden mit dem S-Antigen keine zuverlässige Ausprägung einer Uveitis erreicht und 

wurde daher als schwaches Autoantigen in Pferden eingestuft (DEEG et al., 2004). 

Dennoch wurde die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen bei den mit S-Antigen 

immunisierten Pferden beobachtet (DEEG et al., 2002b). Später konnte über die 

Analyse von ERU-Autoantikörpern eine weiteres Autoantigen identifiziert werden 

(DEEG et al., 2006). Das zelluläre Retinaldehyd-bindendes Protein (cRALBP) 

induzierte in an ERU erkrankten Pferden eine Autoreaktivität der T-Zellen und sowohl 

beim Pferd als auch in der Maus konnte durch eine Immunisierung mit cRLABP eine 

Uveits ausgelöst werden (DEEG et al., 2006). Hinweise darauf, wie es autoreaktiven 

Lymphozyten von an ERU erkrankten Pferd gelingt die Blut-Retina-Schranke zu 

überwinden, konnten bereits in Zellmigrationsversuchen erlangt werden 

(WIEDEMANN et al., 2020). Dabei wurde festgestellt, dass Lymphozyten von an ERU 

erkrankten Pferden sich weitaus schneller und gerichteter als PBMCs aus gesunden 

Pferden auf Lockstoffe zubewegen und zudem stark von bestimmten Stoffen wie dem 

Autoantigen cRALBP angelockt werden (WIEDEMANN et al., 2020). Die Blut-Retina-

Schranke wird beim Pferd durch das retinale Pigmentepithel gebildet (UHL et al., 

2015). In an ERU erkrankten Pferden ist diese Blut-Retina-Schranke dysfunktional und 

ermöglicht das Eindringen von autoreaktiven Immunzellen aus der Peripherie in das 

Auge (UHL et al., 2014; DEGROOTE und DEEG, 2020). Eine Proteomanalyse des 

retinalen Pigmentepithels von gesunden und an ERU erkrankten Pferden zeigte 

Veränderungen im Membranproteom (UHL et al., 2014). Von Interesse war dabei das 

in ERU geringer abundante Protein Peripherin 2, was im retinalen Epithel von an ERU 

erkrankten Pferden die Integrität der retinalen Epithelzellen und damit deren Zell-Zell-



LITERATUR 

27 

 

Verbindungen beeinträchtigt, wodurch die Blut-Retina-Schranke durchlässig werden 

könnte (UHL et al., 2015). Die Pathogenese der ERU ist durch autoreaktive T-Zellen 

geprägt, doch die Ätiologie der ERU bleibt weiterhin unklar (SOTH et al., 2024). Es 

gibt allerdings Hinweise darauf, dass Granulozyten eine wichtige Rolle spielen, da sie 

typischerweise die ersten Immunzellen vor Ort eines entzündlichen Geschehens sind 

und ihre Infiltration ins Auge bei der ERU bereits nachgewiesen werden konnte 

(DEGROOTE und DEEG, 2020). 

Die Therapie von ERU basiert zu großen Teilen auf einer Immunsuppression 

(MCMULLEN und FISCHER, 2017; GILGER et al., 2022). Im Falle eines akuten 

Schubs wird zuerst die akute Entzündung mit Entzündungshemmern behandelt und 

das betroffene Auge mit einem Mydriatikum weitgestellt (GILGER und MICHAU, 2004; 

SPIESS, 2010). Eine länger anhaltende lokale Immunsuppression kann über eine 

suprachoroidale Injektion von Triamcinolon (GAGNON et al., 2021) oder die 

chirurgische Implantation von Ciclosporin A bewirkt werden (GILGER, 2010; 

PADJASEK et al., 2022). Ciclosporin A wirkt dabei hemmend auf die T-Zellen 

(PADJASEK et al., 2022).  Ein Implantat kann bis zu 38 Monate wirken  (PADJASEK 

et al., 2022). Dadurch konnte bei 78,8% der Pferde mit einem suprachoroidalen 

Ciclosporinimplantat die Sehkraft des an ERU erkrankten Auges über durchschnittlich 

27 Monate erhalten werden (GILGER et al., 2010). Daneben werden teilweise auch 

antibiotische Behandlungen, wie die intravitreale Injektion von einer geringen Dosis 

Gentamicin, durchgeführt (FISCHER et al., 2019; LAUNOIS et al., 2019). Allerdings 

zeigten hier neuere Untersuchungen, dass lediglich bei 41% der Pferde ein positiver 

Effekt erzielt werden konnte, der durch eine Milderung oder das Verschwinden von 

Uveitissymptomen definiert wurde, und 22% eine Degeneration der Retina 

entwickelten (MOREN et al., 2025). Ab 14 bis zu 161 Tage nach der Injektion von 

Gentamicin traten dabei Veränderungen im Fundusbereich, wie eine diffuse 

Hyperreflektivität des Tapetum lucidums auf, die während einer indirekten 

Ophthalmoskopie festgestellt wurden (MOREN et al., 2025). Es konnte abschließend 

allerdings nicht geklärt werden, welche Ursachen dieser Neurodegeneration zugrunde 

lagen (MOREN et al., 2025). Es wurde jedoch diskutiert, ob dies auf die neurotoxische 

Wirkung von Gentamicin auf okuläre Strukturen zurückzuführen ist (MCDONALD et 

al., 1986; MOREN et al., 2025). 

 Ein sehr neuer Ansatz in der Therapie der ERU ist die Behandlung mit einem 
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„suppressors of cytokine signaling 1“ (SOCS1) Mimetikum, welches die SOCS „kinase 

inhibitory region“ (SOCS-KIR), einen Inhibitor des JAC/STAT-Signalwegs, imitiert 

(STAFFORD et al., 2024). In einem murinen EAU-Modell wurde ab dem Tag der 

Uveitis-Induktion durch IRBP, über 13 Tage SOCS1-KIR täglich als Augentropfen 

verabreicht und währenddessen die Entwicklung der Uveitis dokumentiert (HE et al., 

2015). Die mit SOCS1-KIR behandelten Mäusen zeigten keine Entzündungsreaktion 

des Auges, sowie eine signifikant verminderte Infiltration von Immunzellen in das Auge 

(HE et al., 2015). In einer Studie von 2022 konnte von derselben Forschungsgruppe 

bereits gezeigt werden, dass SOCS-KIR bei topischer Anwendung auf dem Auge und 

bei intrevitrealer Injektion nach 14 Tagen nicht zu okulären Schäden beim gesunden 

Pferd führte (PLUMMER et al., 2022). Die topische Anwendung von SOCS-KIR bei an 

ERU erkrankten Pferden hatte bereits nach drei Tagen zu einer deutlichen klinischen 

Verbesserung (signifikant reduzierte Schmerzen, geringere Kammerwassertrübung 

und Hyperämie) geführt (PLUMMER et al., 2022). Da SOCS-KIR eine Reduktion von 

ERU-assoziierten Symptomen bewirkte, wurde die weiterführende Untersuchung 

dieses Peptides in einer klinischen Studie vorgeschlagen (STAFFORD et al., 2024). 

Neben diesen konservativen Therapiemethoden ist die Pars-Plana-Vitrektomie eine 

chirurgische Option zur Behandlung der ERU (WERRY und GERHARDS, 1992). 

Hierbei wird durch eine Inzision ein Vitrektom in das Auge eingeführt, um den 

Glaskörper durch Spülung zu entfernen und mit einer isotonischen Lösung zu ersetzen 

(GILGER und MICHAU, 2004). In unbehandelten oder sehr schwerwiegenden Fällen 

ist es oft notwendig, eine Enukleation des betroffenen Auges vorzunehmen, wenn die 

Entzündung nicht mehr medikamentös behandelt werden kann oder Komplikationen 

wie ein Glaukom auftreten (MALALANA et al., 2020; MOREN et al., 2024). Pferde, die 

aufgrund von ERU, einer anderen Erkrankung oder Trauma beidseitig erblinden, 

müssen in vielen Fällen euthanasiert werden, da sie für sich selbst und ihre Umgebung 

eine Gefahr darstellen (DWYER, 2022) Beidseitig blinde Pferde können unter 

bestimmten Bedingungen weiterhin gehalten werden, allerdings erfordert das ein sehr 

hohes Maß an Besitzercompliance (DWYER, 2022).  
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2.3.3 Die ERU als spontanes Tiermodell für die autoimmune Uveitis des 

Menschen 

Die autoimmune Uveitis (AU) des Menschen gehört in den USA zu den häufigsten 

Ursachen für Erblindung (ACHARYA et al., 2013). Ähnlich wie bei ERU existiert bislang 

keine Therapie, die eine vollständige Heilung ermöglicht. Maßgeblich für das heutige 

Verständnis der Pathogenese der AU waren wegweisende Arbeiten der 

experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) in Nagermodellen. Bereits 1985 konnte 

eine EAU in der Lewis-Ratte durch adoptiven Transfer induziert werden (MOCHIZUKI 

et al., 1985). Hierbei wurden Ratten mit bovinem S-Antigen in Freund’schem Adjuvans 

immunisiert (MOCHIZUKI et al., 1985). Nach 12–14 Tagen wurden die Lymphknoten 

der immunisierten Tiere entnommen, kultiviert und die gewonnenen Zellen in andere 

Ratten übertragen, wodurch eine EAU ausgelöst werden konnte (MOCHIZUKI et al., 

1985). Auffällig war dabei, dass in den Augen der erkrankten Tiere überwiegend 

Neutrophile nachgewiesen wurden, die somit als aktive Mitspieler in der okulären 

Entzündung betrachtet wurden (MOCHIZUKI et al., 1985). Darauf aufbauend konnten 

S-Antigen-spezifische T-Zellen aus immunisierten Lewis-Ratten isoliert werden, die 

bereits nach intravitrealer Injektion von nur 1 × 10⁶ Zellen in gesunden 

Empfängertieren eine EAU hervorriefen (CASPI et al., 1986). Im weiteren Verlauf der 

Forschung wurde gezeigt, dass vor allem T-Zellen das Auge infiltrieren, jedoch auch 

Neutrophile erneut wesentlich beteiligt sind (CHAN et al., 1988; KIM et al., 1988). Eine 

alternative Methode zur EAU-Induktion besteht in der Immunisierung mit IRBP in 

Freund’schem Adjuvans, die sowohl in der Maus als auch beim Pferd erfolgreich 

etabliert werden konnte (CASPI et al., 1988; DEEG et al., 2002b). Dabei konnten in 

einem murinen Modell der IRBP-induzierten EAU wiederholt neutrophile Infiltrate, 

neben weiteren Immunzellpopulationen, in den uveitischen Augen nachgewiesen 

werden, die insbesondere in der Frühphase der Erkrankung ausgeprägt waren (KERR 

et al., 2008). In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass EAU in CCR2-

Knockout-Mäusen durch eine von Neutrophilen dominierte Entzündung geprägt war, 

da Makrophagen aufgrund des Knockouts nicht ins Auge einwandern konnten 

(SONODA et al., 2011). Diese Ergebnisse verdeutlichen klar, dass neben T-Zellen 

auch Neutrophile eine zentrale Rolle in der Pathogenese der EAU einnehmen. 

 Auch wenn diese Modelle stetig verbessert werden, haben sie ihre Grenzen, da sie 

nicht den rezidivierenden Charakter der AU wiedergeben können (MESTAS und 
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HUGHES, 2004; CASPI et al., 2008). Da bisher kein Mausmodell entwickelt werden 

konnte, dass nach Induktion einen rezidivierenden Charakter zeigt (GILGER und 

MICHAU, 2004; YANG et al., 2022),  ist die ERU das einzige spontan auftretende 

Modell einer autoimmunen Uveitis (DEEG et al., 2008), welches sowohl in der 

klinischen Erscheinung als auch in immunpathologischen Aspekten mit der AU 

vergleichbar ist (DEEG et al., 2008). Beim Pferd ist eine autoimmune Uveitis ebenfalls 

mit IRBP induzierbar während das S-Antigen zwar autoreaktive B- und T-Zellen 

aktiviert, aber keine Uveitis hervorruft (DEEG et al., 2002b; DEEG et al., 2004). Zudem 

wurde bei Pferd das cRALBP als an der ERU beteiligtes Autoantigen gefunden, dass 

auch in der humanen Uveitis als Autoantigen identifiziert werden konnte (DEEG et al., 

2007a) (siehe 2.2.4). Insgesamt zeigen sich auch auf zellulärer Ebene einige 

Parallelen in den bisher bekannten Aspekten der ERU des Pferdes und AU des 

Menschen (MALALANA et al., 2015). Mit Blick auf das Immunsystem ist 

hervorzuheben, dass Menschen und Pferde ein granulozytäres Blutbild besitzen, 

während Nagetiere einen höheren Lymphozytenanteil als Pferde und Menschen haben 

(MESTAS und HUGHES, 2004; FINGERHUT et al., 2022; AWASTHI und SARODE, 

2024). Inzwischen ist bekannt, dass das humane und das equine Immunsystem 

zahlreiche Gemeinsamkeiten teilen. Beispielsweise ähneln sich equine und humane 

Makrophagen stark (KARAGIANNI et al., 2021). Außerdem ist auch der equine Toll-

like Rezeptor 9 eng mit dem humanen Gegenstück verwandt und wird auf denselben 

Leukozyten exprimiert (ZHANG et al., 2008). Fortschritte in der Methodik, wie dem 

Single-Cell-RNA-Sequencing, erlauben es zudem equine PBMCs näher zu 

charakterisieren und mit humanen PBMCs vergleichen zu können (PATEL et al., 

2021). Daher ist das Pferd nicht nur in der Uveitisforschung ein wertvolles Tiermodell, 

sondern auch in anderen entzündlichen Erkrankungen (LARSON und WAGNER, 

2021). Ein weiterer Aspekt, der Pferde mit Menschen vergleichbar macht, ist ihre lange 

Lebensspanne gegenüber von Nagern.  Diese erlaubt es den Verlauf von Krankheiten 

wie der ERU über Jahre zu dokumentieren (MALALANA et al., 2023). Zudem erfährt 

das Immunsystem des Pferdes vergleichbare altersabhängige Veränderungen wie der 

Mensch (DENOTTA und MCFARLANE, 2023). Darunter fallen unter anderem eine 

reduzierte Lymphozytenproliferation und Antikörperbildung (DENOTTA und 

MCFARLANE, 2023). Auch in ihrer Lebensweise haben Pferde mehr Ähnlichkeiten mit 

Menschen als Mäuse, die meist unter sterilen Laborbedingungen leben (PATEL et al., 
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2021). Zudem sind Pferde, wie Menschen, tagaktiv, im Gegensatz zu den nachtaktiven 

Nagetieren (KARAGIANNI et al., 2021). Neben den biologischen Parallelen spricht 

auch die tierschutzrelevante Perspektive für das Pferd als Modellorganismus. 

Blutentnahmen zur Gewinnung peripherer Immunzellen erfolgen in der Regel ohne 

nennenswerte Schäden und aufgrund der Körpergröße können beim Pferd bis zu 20 

ml/kg Blut gewonnen werden (MALIKIDES et al., 2001). Dagegen ist eine 

Blutentnahme von größeren Mengen Blut bei der Maus oft mit der Euthanasie der Tiere 

verbunden (BOWERS et al., 2025; LI et al., 2025c). Auch Glaskörperflüssigkeit oder 

ganze Augen können beim Pferd im Rahmen einer Behandlung (Pars-Plana-

Vitrektomie, Enukleation) oder bei der Schlachtung gewonnen werden, wodurch eine 

Zucht von Versuchstieren entfallen könnte (SWADZBA et al., 2012).  

 

2.3.4 Die Rolle des neutrophilen Granulozyten in der ERU 

Obwohl die ERU als T-zell-vermittelte Erkrankung angesehen wird, weisen einige 

Studien darauf hin, dass auch neutrophile Granulozyten eine zentrale Funktion in der 

Pathogenese haben (WEIGAND et al., 2021; DEGROOTE et al., 2023). Granulozyten 

sind die ersten Immunzellen, die bei einer Entzündungsreaktion eintreffen und durch 

ihr Wirken können sie die Entzündungsreaktion steuern, was ihre bedeutende Rolle 

hervorhebt (HERRERO-CERVERA et al., 2022). Wie wichtig Neutrophile in der 

autoimmunen Uveitis sind, konnte in einem murinen EAU-Modell gezeigt werden 

(GOLDBERG et al., 2016). G-CSF defiziente Mäuse oder Mäuse, die mit einem Anti-

G-CSF-Antikörper behandelt wurden, zeigten in histologischen Schnitten der EAU-

Augen geringere Schäden sowie eine signifikant geringere Anzahl an infiltrierenden 

Neutrophilen (GOLDBERG et al., 2016). Auch wenn diese Ergebnisse bisher nicht auf 

das Pferd übertragen werden konnten, spricht dies dafür, dass auch bei der ERU die 

Neutrophilen einen großen Anteil an der Pathogenese haben. 

Unsere Forschungsgruppe konnte schon 2001 nachweisen, dass neben den 

vorwiegend auftretenden Lymphozyten auch Neutrophile die Blut-Retina-Schranke 

überwinden und das Auge bei der ERU infiltrieren (DEEG et al., 2001). Bei einigen an 

ERU erkrankten Pferden stellten die Neutrophilen im Auge sogar den mengenmäßig 

größten Anteil der infiltrierten Immunzellen dar (DEEG et al., 2001). In das Auge 

infiltrierende Neutrophile zeigten eine stark verringerte Abundanz von Talin 1, ein 
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wichtiger Integrinregulator in Leukozyten (DEGROOTE et al., 2013). Diese geringe 

Abundanz von Talin 1, sowie die seines Interaktionspartners CD90, konnte auch in 

peripher zirkulierenden Neutrophilen aus an ERU erkrankten Pferden festgestellt 

werden (DEGROOTE et al., 2013). Desweitern wurde erkannt, dass mit IL8 stimulierte 

Neutrophile von an ERU erkrankten Pferden generell mit einer erhöhten Zellmotilität 

und -migration assoziiert sind, da Stoffwechselwege wie die Leukozytenextravasation 

aktiviert waren (HOFFMANN et al., 2022). Eine differenzielle Proteomanalyse von 

Granulozyten aus dem peripheren Blut von gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

ergab, dass sich das Proteom von ERU-Granulozyten von dem gesunden 

Granulozyten signifikant unterschiedet (WEIGAND et al., 2021). Dabei hatten Proteine, 

die zu den Stoffwechselwegen „RAF/MAP kinase signaling“, MHC-I Antigen 

Präsentation und der neutrophile Degranulation beitragen, eine erhöhte Abundanz 

(WEIGAND et al., 2021). Von besonderem Interesse war dabei die neutrophile 

Degranulation, da bereits eine vorherige Studie, die das Proteom von gesunden 

equinen Neutrophilen untersucht hat, gezeigt hat, dass die neutrophile Degranulation 

auch durch Stimulation mit PMA oder IL8 induziert wurde (DEGROOTE et al., 2019). 

Ebenso konnte das auch in PMA stimulierten Neutrophilen von an ERU erkrankten 

Pferden gezeigt werden (DEGROOTE et al., 2023). Zusammenfassend konnte gezeigt 

werden, dass Neutrophile von an ERU erkrankten Pferden stets in einer Art 

präaktivertem Zustand sind, sogar in der Ruhephase zwischen zwei akuten Uveitis-

Schüben (WEIGAND et al., 2021). Es ist festzuhalten, dass Neutrophile aus an ERU 

erkrankten Pferden eine sehr spezifische und auch sehr heterogene Funktion zeigen, 

die durch die aktivierten Stoffwechselwege zum Ausdruck gebracht werden 

(DEGROOTE et al., 2023). Als immunmodulatorische Funktionen der Neutrophilen 

wurde neben der neutrophilen Degranulation auch eine erhöhte Produktion von NETs 

von an ERU erkrankten Pferden festgestellt (siehe 2.3.2.) (FINGERHUT et al., 2019). 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass NETs cytotoxisch auf humane retinale 

Epithelzellen wirken und da diese Zellen die Blut-Retina-Schranke bilden, 

beeinträchtigen sie auch deren Funktion (FINGERHUT et al., 2022). Da die 

Beeinträchtigung der Blut-Retina-Schranke ein initiales Ereignis in der Pathogenese 

der ERU ist, könnte diese weitere Aufschlüsse über die Funktion der Neutrophilen in 

der ERU geben (FINGERHUT et al., 2022).  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Probenmaterial 

Für diese Arbeit wurden neutrophile Granulozyten aus den Blutproben von insgesamt 

13 gesunden und 22 an ERU erkrankten Pferden analysiert. Von einem gesunden 

Pferd wurden dreimal Blutproben entnommen und für drei unterschiedliche Versuche 

verwendet. Von zwei gesunden Pferden wurden zweimal Blutproben für zwei 

unterschiedliche Versuche verwendet. Alle anderen Tiere wurden nur einmal beprobt 

und deren Blutproben wurden nur für einen Versuch verwendet. 

Alle gesunden Pferde waren zum Zeitpunkt der Beprobung klinisch ohne besonderen 

Befund. Zudem waren bei diesen Pferden keine entzündlichen Veränderungen der 

Augen in der Vergangenheit bekannt. Die Blutentnahmen der Kontrolltiere wurde bei 

der Regierung von Oberbayern genehmigt und angezeigt mit der 

Genehmigungsnummer ROB-55.2-2532.Vet_03-22-37. 

Das Klinikpersonal der Pferdeklinik der LMU München führte die Blutentnahme der an 

ERU erkrankten Pferde vor einem operativen Eingriff über einen Jugularvenenkatheter 

durch. Eine vorliegende ERU wurde von Tierärzten mit fundierten Kenntnissen in der 

Augenheilkunde diagnostiziert. Dafür wurde der Vorbericht sowie klinische Symptome 

(siehe 2.3.2) miteinbezogen. Dabei wurde eine Blutprobe von einem an ERU 

erkrankten Pferd für zwei unterschiedliche Versuche verwendet. Alle anderen Proben 

wurden für einen Versuch verwendet. 

Folgende Anzahl an Pferden wurde jeweils für die einzelnen Experimente verwendet: 

 

Charakterisierung der Oberflächenglykosylierung durch Pflanzenlektin-Assay mittels 

Durchflusszytometrie: 

• Neutrophile von 5-7 gesunden Pferden pro Pflanzenlektin 

• Neutrophile von 9-11 an ERU erkrankten Pferden pro Pflanzenlektin 
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Quantifizierung der Bindung von DBA, JAC und BanLec an equine Neutrophile mittels 

Immunzytochemie: 

• Neutrophile von 3 gesunden Pferden 

• Neutrophile von 3 an ERU erkrankten Pferden 

 

Untersuchung der Bindung von JAC und ITGB2 an equine Neutrophile mittels 

Immunzytochemie: 

• Neutrophile von 1 gesunden Pferd 

• Neutrophile von 2 an ERU erkrankten Pferden 

 

Untersuchung von JAC-Präzipitaten aus lysierten Neutrophilen mittels 

Pflanzenlektinpräzipitation: 

• Neutrophile von 3 gesunden Pferden 

• Neutrophile von 3 an ERU erkrankten Pferden 

 

Untersuchung der Zuckerinhibition der JAC-Bindung an equine Neutrophile mittels 

Durchflusszytometrie 

• Neutrophile von 7 Pferden 
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3.2 Isolierung von Neutrophilen mittels Dichtegradienten-

Zentrifugation 

3.2.1 Puffer und Lösungen 

Heparin-Lösung zur Gerinnungshemmung (2500 I.E./ml) 

Heparin-Natrium1 (25.000 I.E./ml)      1,00 ml 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640      

Medium mit Glutamin2        9,00 ml 

 

Trennlösung zur Isolierung von PBMC mittels Dichtegradienten-Zentrifugation 

Pancoll-Trennlösung (Dichte 1,077 g/ml)3, gebrauchsfertig 

 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,4 

NaCl4 (136,9 mM)         8,00 g 

KH2HPO45 (1,4 mM)        0,20 g 

KCL6 (2,6 mM)          0,20 g 

Na2HPO4 x 2H2O4 (8 mM)        1,45 g 

in 1000 ml Aqua dest. lösen, pH auf 7,4 einstellen. 

 

 

 

1 Ratiopharm, Ulm 
2 PanBiotech, Aidenbach 
3 Panbiotech, Aidenbach 
4 Carl Roth, Karlsruhe 
5 Merck, Darmstadt 
6 Carl Roth, Karlsruhe 
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3.2.2 Gewinnung von Blutproben 

Die Blutproben der Pferde wurden durch die Punktion der Vena jugularis dexter oder 

sinister im jeweils oberen Drittel des Halses gewonnen. Die Punktionsstelle wurde vor 

der Entnahme sorgfältig desinfiziert und während des ganzen Vorgangs wurde die 

Vene mit einem Finger angestaut, um sie sichtbar zu machen und den Blutfluss zu 

erhöhen. Es wurden jeweils 50 ml Vollblut abgenommen und mit 1 ml Heparin-Lösung 

(2.500 I.E./ml) gemischt. 

 

3.2.3 Isolierung von Neutrophilen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation 

Die Blutproben wurden bei Raumtemperatur (RT) aufrecht gelagert, bis sich die 

Erythrozyten nach wenigen Minuten unten abgesetzt haben. Anschließend wurde das 

leukozytenreiche Plasma abgenommen und jeweils 5 ml davon vorsichtig auf jeweils 

3 ml Pancoll-Trennlösung2 in einem 15 ml Röhrchen5 gegeben. Im Anschluss wurden 

die Röhrchen bei RT für 25 min bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung (engl. 

relative centrifugal force, rcf) von 350 und schwacher Bremse zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation ist eine weiße Interphase zwischen der Plasma- und Pancoll-Schicht 

erkennbar, die vorwiegend aus PBMCs besteht. Darunter befindet sich eine rote 

Schicht, die sedimentierte Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten enthält. 

Plasmaschicht, Interphase und Pancoll-Schicht wurden bis knapp über die rote 

sedimentierte Schicht abgenommen und verworfen. Die verbliebene Schicht wurde mit 

1 ml PBS resuspendiert und anschließend in einem 50 ml Röhrchen gesammelt. 

Daraufhin wurden die Erythrozyten lysiert, indem 20 ml NaCl 0,2% hinzugefügt wurden 

und das verschlossene Röhrchen für 30 s geschwenkt wurde. Sofort danach wurden 

20 ml NaCl 1,6% hinzugegeben, damit der Inhalt des Röhrchens wieder isotonisch 

wird. Daraufhin wurden die neutrophilen Granulozyten gewaschen (400 rcf, RT, 

Bremse an) und anschließend nochmals lysiert und gewaschen, um möglichst viele 

Erythrozyten zu entfernen. Die neutrophilen Granulozyten wurden nach dem letzten 

Waschschritt in PBS resuspendiert.  
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3.2.4 Ermittlung der Zellzahl 

Die Zellzahl der Neutrophilen wurde über eine Neubauer-improved Zählkammer7 mit 

einer Kammertiefe von 0,1 mm bestimmt. Zur Exklusion von toten Zellen wurden 10 µl 

der Zellsuspension und 10 µl Trypanblau8 miteinander vermengt. Von diesem Gemisch 

wurden 10 µl in die Zählkammer gegeben und anschließend wurden zwei oder vier 

große Eckquadrate aber mindestens 100 Zellen unter dem Mikroskop ausgezählt. 

Dafür wurde folgende Formel verwendet: 

 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 µ𝑙 𝑆𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 = 

 
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑎𝑢𝑠𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒 𝑥 𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑡𝑖𝑒𝑓𝑒 [𝑚𝑚]𝑥 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔
  

 

3.3 Durchflusszytometrie zur Ermittlung der Oberflächen-

glykosylierung mittels Pflanzenlektinen 

3.3.1 Puffer und Lösungen 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), pH 7,4 

Siehe Kapitel 3.2.1  

 

Parafomaldehyd-Lösung (1%) (PFA) 

Paraformaldehyd9         4 g 

  

Unter Erhitzung auf bis zu 70°C in 100 ml PBS lösen, pH auf 7,4 einstellen. Für 1%ige 

Lösung 1:3 mit PBS mischen. 

 

7 NeoLab, Heidelberg 
8 VWR, Darmstadt 
9 Merck, Darmstadt 
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3.3.2 Lebend-Tot-Färbung  

Zum Ausschluss von toten Zellen wurde eine Lebend-Tot-Färbung mit Viobility 

400/452 Fixable Dye10 durchgeführt. Dabei wurden je 107 Zellen mit 1 µl Viobility 

400/452 Fixable Dye und 100 µl PBS vermischt und 15 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in PBS resuspendiert. 

 

3.3.3 Pflanzenlektine und fluoreszierende Liganden 

Die verwendeten Pflanzenlektine und fluoreszierende Liganden sind in den folgenden 

Tabellen aufgeführt: 

Pflanzenlektin Firma Markierung 
Eingesetzte 

Konzentration 

Aleuria Aurantia Lectin (AAL) Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

Agaricus Bisporus Lectin (ABL) Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

Amaranthus Caudatus Lectin 

(ACL) 
Biozol, Eching Biotin 

1 µg/ml 

Bananen Lectin (BanLec) Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

Bauhinia Purpurea Lectin (BPL) Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

Concanavalin A (ConA) Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

Dolichos Biflorus Agglutinin 
(DBA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Datura Stramonium Lectin 
 (DSL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Erythrina Cristagalli Lectin 
 (ECL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Galanthus Nivalis Lectin 
(GNL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

 

10 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
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Griffonia Simplicifolia Lectin I 
(GSL-I) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Griffonia Simplicifolia Lectin I 
Isolectin B4 
(GSL-I-B4) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Griffonia Simplicifolia Lectin II 
(GSL-II) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Hippeastrum Hybrid Lectin 
(HHL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Jacalin 
(JAC) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Lens Culinaris Agglutinin 
(LCA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Lycopersicon Esculentum Lectin 
(LEL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Lotus Tetragonolobus Lectin 
(LTL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Maackia Amurensis Lectin II 
(MAL-II) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Narcissus Pseudonarcissus 
Lectin 
(NPL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Phaseolus Vulgaris 
Erythroagglutin 

(PHA-E) 
Biozol, Eching Biotin 

1 µg/ml 

Phaseolus Vulgaris 
Leucoagglutinin 

(PHA-L) 
Biozol, Eching Biotin 

1 µg/ml 

Peanut Agglutinin 
(PNA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Pisum Sativum Agglutinin 
(PSA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Psophocarpus Tetragonolobus 
Lectin 

Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 
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(PTL) 

Ricinus Communis Agglutitin I 
(RCA-I) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Soybean Agglutinin 
(SBA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Sophora Japonica Agglutinin 
(SJA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Sambucus Nigra Lectin 
(SNA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Solanum Tuberosum Lectin 
(STL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Succinylated Wheat Germ 
Agglutinin 
(SWGA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Ulex Europaeus Agglutinin I 
(UEA-1) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Vicia Villosa Lectin 
(VVA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Wisteria Floribunda Lectin 
(WFL) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

Wheat Germ Agglutinin 
(WGA) 

Biozol, Eching Biotin 
1 µg/ml 

 

Fluoreszierender 

Ligand 
Firma Markierung Verdünnung 

Streptavidin iFluor 488 Biomol, Hamburg  Fluor 488 1:200 

Streptavidin iFluor 555 Biomol, Hamburg  Fluor 555 1:200 
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3.3.4 Färbung 

Die Lebend-Tot-gefärbten Neutrophilen (siehe 3.3.3), wurden mit einer Zellzahl von 5 

x 105 Zellen pro Delle in eine 96-Loch-Platte mit U-Boden ausgesät, anschließend bei 

400 rcf für 2 min bei RT abzentrifugiert und der Überstand abgeschüttet. Dann wurde 

jeweils 30 µl jeden Pflanzenlektins in einer Konzentration von 1 µg/ml in PBS je eine 

Delle gegeben wurden und nach sorgfältigem resuspendieren wurden die Zellen bei 

RT 15 min inkubiert. Anschließend wurden die Dellen mit 170 µl PBS resuspendiert, 

bei 400 rcf für 2 min bei RT gewaschen und der resultierende Überstand dekantiert. 

Der an die Neutrophilen gebundene Biotin-Pflanzenlektin-Komplex wurde mit je 30 µl 

Streptavidinlösung 488 oder 555 für Inkubationszeit von 15 min bei RT fluoreszenz-

markiert und nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Zellen erneut mit 170 µl PBS 

resuspendiert, bei 400 rcf für 2 min bei RT gewaschen und der Überstand 

anschließend dekantiert. Zuletzt wurden die markierten und gefärbten Zellen mit 200 

µl PFA 1% fixiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen, um die 

Bindungseigenschaften von Pflanzenlektinen über die Fluoreszenzmarkierung 

analysieren zu können. 

 

3.3.5 Detektion mittels Durchflusszytometer 

Die Messungen wurde mit dem Durchflusszytometer NovoCyte Quanteon 401611 

durchgeführt, welches mit vier verschiedenen Lasern und 16 Fluoreszenzkanälen 

fluoreszenz-markierte Strukturen auf der Zelle darstellen kann. Die genutzten 

fluoreszierenden Liganden werden von verschiedenen Lasern zur Emission angeregt: 

die Exzitation von Streptavidin iFluor 488 erfolgt mit einem Laser der Wellenlänge 488 

nm und Streptavidin iFluor 555 wird mit dem 561 nm Laser angeregt. Die bei der 

Emission freigesetzten Photonen werden von hochempfindlichen Avalanche-

Photodioden über passende Filter detektiert, elektronisch verstärkt und in digitale 

Daten umgewandelt. Die graphische Darstellung dieser Daten erfolgt als Punktwolke 

(Dotplot), in der jeder Punkt ein vom Gerät registriertes Ereignis (z.B. eine Zelle) 

repräsentiert, oder als Histogramm. Durch die Lebend-Tot-Färbung (Exzitation über 

 

11 Agilent Technologies, Waldbronn 
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405 nm Laser) wurden tote Zellen von der Analyse ausgeschlossen. Es wurden 

mindestens 5000 Zellen pro Delle analysiert. 

 

3.3.6 Auswertung und Statistik 

Die Auswertung der Durchflusszytometrie wurden mit der Flowlogic Software12 V7 

durchgeführt. Im Histogramm wurden zuerst durch den Kanal Pacific-Blue-A V-445-A 

alle toten Zellen exkludiert. Da tote Zellen unspezifische Bindungen eingehen und 

dadurch die Signalintegrität beeinträchtigen können, erfolgte zunächst der Ausschluss 

der toten Zellen, die durch Anfärbung mit Viobility 400/452 Fixable Dye identifiziert 

wurden. Anschließend wurde der Ausschluss von Dubletten durchgeführt. Hierfür 

wurden die zwei Signalparameter der Vorwärtsstreuung (Forward-Scatter, FSC) 

miteinander verglichen: Höhe (FSC-H) und Fläche (FSC-A). So wurden nur Ereignisse 

mit charakteristischen Eigenschaften einzelner Zellen berücksichtigt. Dadurch wurden 

ausschließlich intakte, einzelne und lebende Zellen in die Auswertung einbezogen. 

Anschließend wurde Bindungsstärke der Pflanzenlektine analysiert. Dazu wurden die 

gemessenen und bereinigten Daten als Histogramm dargestellt, mit der 

Fluoreszenzstärke auf der X-Achse und der Zellzahl auf der Y-Achse. Die Position des 

Histogramms auf der X-Achse ergab die mittlere Fluoreszenzintensität (engl. mean 

fluorescence intensity, MFI) für das jeweils untersuchte Pflanzenlektin. Diese wurde 

anschließend mit folgender Formel normalisiert: 

 

𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑀𝐹𝐼 =  
𝑀𝐹𝐼 Pflanzenl𝑒𝑘𝑡𝑖𝑛𝑠𝑓ä𝑟𝑏𝑢𝑛𝑔

𝑀𝐹𝐼 𝑜ℎ𝑛𝑒 Pflanzenl𝑒𝑘𝑡𝑖𝑛𝑓ä𝑟𝑏𝑢𝑛𝑔
 

 

Zur statistischen Auswertung der durchflusszytometrischen Untersuchung, wurden 

die normalisierten MFI-Werte der Pflanzenlektinfärbung je Gruppe (gesund / ERU) 

und Pflanzenlektin auf ihre Normalverteilung mittels des Kolmogorov-Smirnov Tests 

(KS) untersucht. Der Grubb’s Test wurde bei allen Gruppen angewendet, in denen 

 

12 Inivai Technologies, Mentone Victoria, Australien 
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Ausreißer vermutet wurden aufgrund ihrer hohen Abweichung von Kontroll- und 

ERU-Werten. Der Grubb’s Test ist nur bei Werten durchgeführt worden, die ohne den 

ermittelten Ausreißer der Normalverteilung entsprachen. Bei Daten, die einer 

Normalverteilung entsprachen (KS p > 0,05), wurden statistische Unterschiede 

zwischen den zwei Gruppen mit dem Student’s t-Test bewertet. Die Gleichheit der 

Varianzen wurde mit dem F-Test (p > 0,05) geprüft. Bei signifikant unterschiedlichen 

Varianzen oder ungleichen Gruppengrößen wurde zusätzlich die Welch’s Korrektur 

des Student’s t-Test angewendet. Für Daten, die keiner Normalverteilung folgten, 

wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die statistische 

Signifikanz wurde wie folgt angegeben: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 und *** p ≤ 0,001. Die 

statistischen Analysen und deren graphische Darstellung wurden mit der GraphPad 

Prism Software Version 5.0413 durchgeführt.  

 

3.4 Immunzytochemie 

3.4.1 Puffer und Lösungen 

PBS, pH 7,4 

Siehe Kapitel 3.3.1 

 

PFA (1%)  

Siehe Kapitel 3.3.1 

 

3.4.2 Pflanzenlektine, Antikörper und fluoreszierende Liganden 

Die verwendeten Pflanzenlektine, Antikörper und die dazugehörigen fluoreszierenden 

Liganden sind im Folgenden aufgelistet: 

 

13 GraphPad Software, San Diego, USA 
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Pflanzenlektin Firma Markierung 
Eingesetzte 

Konzentration 

BanLec Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

DBA Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

JAC Biozol, Eching Biotin 1 µg/ml 

 

Antikörper Firma Typ Isotyp Verdünnung 

Anti-CD18 

Abcam, El 

Rozenburg, 

Niederlande 

monoklonal mIgG1 1:100 

Ziege-anti-

Maus IgG 

Alexa568 

Invitrogen, 

Karlsruhe 
polyklonal gtIgG 1:500 

 

Fluoreszierender 

Ligand 
Firma Markierung Verdünnung 

Streptavidin iFluor 

488 
Biomol, Hamburg Fluor 488 1:200 

4‘,6-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI) 

Invitrogen, 

Karlsruhe 
DAPI 1:1000 

 

3.4.3 Färbung 

Die Färbung der Immunzytologischen Präparate erfolgte analog zu der Färbung für die 

Durchflusszytometrie (siehe 3.3.4), jedoch ohne die Lebend-Tot-Färbung. Im letzten 

Schritt wurde zum 1%igen PFA in PBS zusätzlich DAPI im Verhältnis 1:1000 

beigemengt. Dieser weitere Färbeschritt dient der Anfärbung der Zellkerne, der die 
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Unterscheidung der segmentierten Zellkerne der Neutrophilen von anderen 

Immunzellen erleichtert.  

 

3.4.4 Transfer der Proben auf den Objektträger, Visualisierung und 

Quantifizierung 

Je 100 µl der gefärbten Zellsuspension (entspricht 2,5 x 105 Zellen) wurde über einen 

Zyto-Trichter auf den Objektträger pipettiert und anschließend mit einer Cytospin-

Zentrifuge14 bei 300 rcf für 10 min bei RT zentrifugiert. Die Zellen wurden danach durch 

das Hinzugeben von Fluoromountmedium15 und 22 x 40 mm Deckgläsern16 

eingedeckelt. Nach dem Trocknen wurden die Präparate mit dem Leica DMi8 

Mikroskop17 und der LAS-X-Software18 visualisiert und beurteilt. Durch das THUNDER 

Computational Clearing19 wurde der Hintergrund entfernt und die aufgenommenen 

Bilder geschärft. Die aufgenommenen Bilder wurden via ImageJ (Version 1.54g) 

(SCHNEIDER et al., 2012) quantifiziert. 

 

3.4.5 Statistische Analyse 

Zur Beurteilung der Normalverteilung der quantifizierten Bilder wurde KS-Test 

angewendet. Entsprachen die Daten der Normalverteilung (KS p > 0,05), wurden 

statistische Unterschiede zwischen zwei Gruppen mit dem Student’s t-Test bewertet. 

Mit dem F-Test ( p > 0,05) wurde die Gleichheit der Varianzen geprüft. Bei signifikant 

unterschiedlichen Varianzen wurde zusätzlich die Welch’s Korrektur des Student’s t-

Test angewendet. Die statistische Signifikanz wurde wie folgt angegeben: * p ≤ 0,05, 

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 und **** p ≤ 0,0001. Die statistischen Analysen und deren 

graphische Darstellung wurden mit der GraphPad Prism Software Version 5.0420 

 

14 Hettich, Kirchlengern 
15 Serva, Heidelberg 
16 VWR, Belgien 
17 Leica Microsystems, Wetzlar 
18 Leica Microsystems, Wetzlar 
19 Leica Microsystems, Wetzlar 
20 GraphPad Software, San Diego, USA 
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durchgeführt.  

 

3.5 Jacalin-Präzipitation  

3.5.1 Puffer und Lösungen 

Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS), pH 7,4 

Tris (10 mM)21         1,21 g 

NaCl (150 mM)22         8,80 g 

In 1000 ml destilliertem Wasser lösen und pH auf 7,4 einstellen. 

 

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)-

Lysepuffer 

TBS           9,6 ml 

2% CHAPS23         0,2 g 

4% complete Protease Inhibitor24       400 µl 

CHAPS in TBS lösen, complete hinzufügen. Anschließend in 1 ml aliquotieren und bei 

-20°C aufbewahren.  

 

Tris-Puffer, pH 7,5 

Tris (175 mM)25          212 mg 

In 10 ml destilliertem Wasser lösen und pH auf 7,5 einstellen. 

 

21 Carl Roth, Karlsruhe 
22 Carl Roth, Karlsruhe 
23 Carl Roth, Karlsruhe 
24 Implen, München 
25 Carl Roth, Karlsruhe 
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PBS, pH 7,4  

Siehe 3.3.1 

 

2x Laemmli-Puffer (ohne DTT und Glycerin) 

1,5 M Tris-HCl26, pH 6,8 (100 mM)      666 µl 

10% SDS-Lösung (1%)        1000 µl 

500 mM 2-Mercaptoethanol27       140 µl 

In 8190 µl Aqua bidest. und eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver hinzufügen. 

Anschließend in 1 ml Lösung aliqutieren und bei -20°C aufbewahren. 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung 10% 

SDS28           10,0 g 

In 100 ml Aqua bidest. lösen. Lösung bei RT lagern. 

3.5.2 Zellyse 

Die Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden wurden lysiert, indem 

jeweils 5 x 105 Zellen mit 500 µl CHAPS-Lysepuffer vermengt wurden und 

anschließend unter mehrmaligem Durchmischen für 30 min auf Eis inkubiert wurden. 

Die lysierten Zellen wurden nachfolgend in einen QIAshredder Homogenisator29 gefüllt 

und bei 16100 rcf für 2 min bei 23°C zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt 

zweimal durchgeführt.  

 

 

26 Carl Roth, Karlsruhe   
27 Carl Roth, Karlsruhe 
28 Applichem, Darmstadt 
29 Implen, München 
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3.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate  

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte über den Pierce BCA 

Protein Assay. Dafür wurde eine Eichkurve mit bovinem Serumalbumin (BSA)30 und 

dem CHAPS-Puffer angesetzt: 

Ansatz A B C D E F G H I 

Konzentration 

in µg/ml BSA 
2000 1500 1000 750 500 250 125 25 0 

 

Jeweils 25 µl der Ansätze wurde in jeweils eine Delle einer 96-Lochplatte pipettiert. 

Die Zellysate wurden jeweils 1:25 mit dem CHAPS-Lysepuffer vermischt und daraus 

wurden ebenfalls 25 µl in eine Delle pipettiert. In jede Delle wurden dann 200 µl einer 

Lösung gegeben, die aus 50 Teilen BCA Reagenz A und einem Teil BCA Reagenz B 

besteht. Die Platte wurde anschließend mit Parafilm31 abgedichtet und inkubierte 30 

min bei 37°C im Wärmeschrank. Anschließend wurde die Platte kurz auf RT abgekühlt, 

bevor die photometrische Bestimmung der Extinktion bei 562 nm im ELISA Reader32 

erfolgte. Die Proteinkonzentration wurde anhand der aus der Verdünnungsreihe 

erstellten Eichgerade rechnerisch ermittelt. 

 

3.5.4 Pflanzenlektinpräzipitation mit JAC-Agarose 

Zur Präzipitation von zellulären Proteinen mit JAC, wurden 100 µl Jacalin-Agarose33 in 

ein „low-binding“ Reaktionsgefäß34 überführt und fünfmal mit 250 µl Tris-Puffer bei 

1800 rcf für 30 s bei 23°C gewaschen. Anschließend wurde die Jacalin-Agarose mit 

jeweils 1 mg Zelllysat resuspendiert. Im Reaktionsgefäß wurde diese Suspension über 

Nacht bei 4°C rotiert. Am nächsten Tag wurden die präzipitierten Proben bei 1000 rcf 

für 2 min bei RT zentrifugiert und die Überstände wurden abgenommen und in neue 

 

30 Serva, Heidelberg 
31 Carl Roth, Karlsruhe 
32 Tecan, Crailsheim 
33 Biozol, Eching 
34 Sarstedt, Nürmbrecht 
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low-binding Reaktionsgefäße überführt. Die Präzipitate wurden dreimal mit je 150 µl 

PBS bei 1000 rcf für je 1 min gewaschen, bevor 2x Laemmlipuffer hinzugefügt wurde 

und die Proben auf 95°C für 10 min unter ständigem Schütteln bei 400 rcf im 

Thermomixer35 erhitzt wurden. Zuletzt wurden die Proben nochmals bei 1000 rcf für 2 

min bei RT zentrifugiert, um die Agarose von den JAC-Eluaten zu trennen. Die Eluate 

wurden schließlich mit einer dünnen Pipettenspitze vorsichtig abgenommen und für 

die Gelelektrophorese in einem „low-binding“ Reaktionsgefäß aufbewahrt. 

 

3.5.5 SDS-Page 

3.5.5.1 Puffer und Lösungen 

Acrylamid-Lösung 

Acrylamid-Bis Lösung 33%, gebrauchsfertig36 

 

Bromphenolblau-Lösung 

Eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver37 in Aqua bidest. lösen. 

 

Ammoniumpersulfat (APS)-Lösung 10% 

APS38 (10%)           0,10 g 

In 1 ml Aqua bidest lösen. 

 

N, N, N´ , N´-Tetramethylethylendiamine (TEMED)-Lösung 

TEMED, gebrauchsfertig39 

 

35 Eppendorf, Hamburg 
36 Serva, Heidelberg 
37 Sigma, Steinheim 
38 Serva, Heidelberg 
39 AppliChem, Darmstadt 
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SDS-Lösung 10% 

Siehe Kapitel 3.5.1 

 

Gelpuffer, pH 8,8 

Tris40 (1,5 M)          18,15 g 

In 100 ml Aqua bidest. lösen und pH auf 8,8 einstellen. 

Sammelgelpuffer, pH 6,8 

Tris41 (0,5 M)          6,00 g 

In 100 ml Aqua bidest. lösen und pH auf 6,8 einstellen. 

 

5x Elektrophoresepuffer-Stammlösung, pH 8,3 

Tris42 (124 mM)         15,00 g 

Glycin43 (960 mM)         72,00 g 

SDS44           5,00 g 

In 1000 ml Aqua dest. Lösen und pH auf 8,3 einstellen. 

Die Stammlösung wird für die Elektrophorese 1:5 mit Aqua dest. verdünnt.  

 

5x Lämmlipuffer (reduzierend) 

1,5 M Tris-HCl45, pH 6,8 (250 mM)      8,33 ml 

20% SDS-Lösung (5%)        12,50 ml 

 

40 Carl Roth, Karlsruhe 
41 Carl Roth, Karlsruhe 
42 Carl Roth, Karlsruhe 
43 Carl Roth, Karlsruhe 
44 Applichem, Darmstadt 
45 Carl Roth, Karlsruhe   
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Glycerin46, wasserfrei (50%)       25,00 ml 

500 mM 2-Mercaptoethanol47       1,75 ml 

In 50 ml Aqua bidest. und eine Spatelspitze Bromphenolblau-Pulver hinzufügen. 

Lösung aliqutieren und bei -20°C lagern. 

 

Abdichtgel 

Aqua bidest.          400 µl 

33% Acrylamid-Lösung        200 µl 

10% APS-Lösung         20 µl 

TEMED-Lösung         2 µl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele zugeben. 

 

Laufgel (10% SDS Gel) 

Aqua bidest.          4,20 ml 

Gelpuffer, pH 8,8         2,5 ml 

33% Acrylamin-Lösung        3,30 ml 

10% SDS-Lösung         100 µl 

10% APS-Lösung         50 µl 

TEMED-Lösung         20 µl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele hinzufügen.  

 

 

 

46 Serva, Heidelberg 
47 Carl Roth, Karlsruhe 
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Sammelgel (4% SDS Gel) 

Aqua bidest.          6,17 ml 

Sammelgelpuffer, pH 6,8        2,5 ml 

33% Acrylamin-Lösung        1,33 ml 

10% SDS-Lösung         100 µl 

Bromphenolblau-Lösung        30 µl 

10% APS-Lösung         90 µl 

TEMED-Lösung         30 µl 

APS- und TEMED-Lösung erst unmittelbar vor dem Gießen der Gele hinzufügen.  

 

2-Propanol 

2-Propanol (Isopropanol), gebrauchsfertig48 

 

3.5.5.2 Durchführung der 1D Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der Eluate des Jacalin-Präzipitation, wurde die Methode nach 

Laemmli verwendet (LAEMMLI, 1970). Die Methode erlaubt es, die enthaltenen 

Proteine durch Anlegen einer elektrischen Spannung, nach ihrem molekularen 

Gewicht aufzutrennen. Gegossen wurden die Gele in einer Mini Protean Tetra System 

Gießkammer49  mit einer Größe von 8 x 7 cm und einer Dicke von 1 mm. Das Auslaufen 

der Gele wurde verhindert, indem vorab ein schnell aushärtendes Abdichtgel 

eingegossen wurde. Darauf folgte das Eingießen des 10%igen Laufgels, das im noch 

flüssigen Zustand mit Isopropanol übergossen wurde, um eine glatte Geloberfläche zu 

erhalten. Das Laufgel wurde für 30 min bei RT ausgehärtet. Anschließend wurde das 

Isopropanol entfernt, um das Sammelgel auf das Laufgel zu schichten. Sofort wurde 

ein Kamm ohne Luftblasen in das noch flüssige Sammelgel eingesetzt, um Taschen 

 

48 CLN, Freising 
49 BioRad, Neuried 
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für die Proben zu formen. Die Gele wurden erneut für etwa 30 min bei RT ausgehärtet. 

Währenddessen wurden je 2 µl der Überstände und 5 µg/µl der Lysate mit CHAPS-

Lysepuffer auf jeweils 20 µl pro Probe aufgefüllt.  Je 20 µl der Eluate, Überstände und 

Lysate wurden je in einem Verhältnis von 5:1 mit 5x Laemmlipuffer versetzt. Die 

Proben wurden für fünf Minuten bei 95°C unter ständigem Schütteln bei 750 rcf im 

Thermomixer50 erhitzt und nach Ablauf der Zeit abgekühlt. Der Serva Triple Color 

Protein Standard III51 wurde als molekularer Gewichtsmarker in der jeweils ersten 

Probetasche von links in einer Menge von 4 µl verwendet. Die fertigen Proben wurden 

jeweils auf die weiteren Probetaschen aufgeteilt. Die beladenen Gele wurden in die 

Elektrophoresekammern52 gesetzt, die daraufhin mit 1 x Elektrophoresepuffer gefüllt 

wurden. Die gefüllten Kammern wurden an das PowerPac Basic Supply53 

angeschlossen und eine Spannung von 12,5 mA pro Gel eingestellt. Nach kurzer Zeit 

bildete sich eine blaue Lauffront. Hat diese Lauffront das Ende des Sammelgels 

erreichen, wurde die Spannung auf 25 mA pro Gel erhöht. Die Gelelektrophorese 

wurde beendet, sobald die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hat. 

 

3.5.6 Sensitive Coomassiefärbung nach Kang zur Visualisierung der 

Proteinbanden 

3.5.6.1 Puffer und Lösungen 

Sensitive Coomassie-Färbelösung 

5% Aluminiumsulfat54 (14-18 Hydrat)      50 g 

10% Ethanol55 (99,99%)       100 ml 

0,02% Coomassie Brilliant Blue G-25056     0,2 g 

 

50 Eppendorf, Hamburg 
51 Serva Electrophoresis, Heidelberg 
52 BioRad, Neuried 
53 BioRad, Neuried 
54 Applichem, Darmstadt 
55 CLN, Freising 
56 Fluka, Buchs, Schweiz 
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8% Phosphorsäure (85%)        94 ml 

Aluminiumsulfat in Aqua bidest. lösen. Ethanol und Coomassie Brilliant Blue 

hinzugeben und lösen. Phosphorsäure hinzufügen und auf 1000 ml mit Aqua bidest. 

auffüllen. 

 

Entfärbelösung 

2% Phosphorsäure57 (85%)       23,5 ml 

10% Ethanol (99,99%)        100 ml 

Phosphorsäure und Ethanol mischen und auf 1000 ml auffüllen. 

 

3.5.6.2 Durchführung der Coomassie-Färbung nach Kang 

Die Färbung der SDS-Gele erfolgte durch eine sensitive Coomassie-Färbung, die nach 

Kang modifiziert wurde (KANG et al., 2002). Die Gele wurden nach der Beendigung 

der Elektrophorese aus den Gelkassetten genommen und 3x für je 10 min in Aqua 

dest. gewaschen. Im Anschluss wurden die Gele mit der Färbelösung bedeckt und 

über Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die gefärbten Gele 

erneut 3 x je 10 min mit Aqua dest. gewaschen und anschließend für eine Stunde in 

die Entfärbelösung gelegt, um die Hintergrundfärbung zu entfernen. Danach wurden 

die Gele nochmals 3 x je 10 min mit Aqua dest. gewaschen. Zuletzt wurden die 

gefärbten Gele mit dem Amersham Imager680, Analysis 2.058 dokumentiert.  

 

3.5.6.3 Berechnung des molekularen Gewichts einer unbekannten 

Bande 

Trotz der Verwendung eines Proteinbandenmarkers, kann das molekulare Gewicht 

von Proteinbanden, die zwischen zwei Markerbanden liegen, nur geschätzt werden. 

 

57 Applichem, Darmstadtcoo 
58 GE Healthcare, Freiburg 
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Daher wurde das molekulare Gewicht der Proteinbanden durch das Erstellen eines 

Graphen, der auf den Proteinmarkerbanden beruht, ermittelt. Dafür wurden die 

Migrationsdistanzen der jeweiligen Proteinmarkerbanden anhand der eingescannten 

Gele ermittelt und durch die Migrationsdistanz der gesamten Färbefront geteilt. Die so 

festgelegten Punkte wurden dann genutzt, um einen Graphen zu erstellen. Zur 

Berechnung des molekularen Gewichts einer unbekannten Bande, wird die 

Migrationsdistanz der unbekannten Bande ermittelt und durch die Migrationsdistanz 

der gesamten Färbefront geteilt. Das Ergebnis davon wird als X-Wert in den Graphen 

eingesetzt und die Auflösung nach Y ergibt das molekulare Gewicht der unbekannten 

Bande. 

 

3.5.6.4 Quantifizierung und statistische Auswertung der Proteinbanden 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die SDS-Gele der Jacalin-Präzipitation quantifiziert 

und statistisch ausgewertet (siehe Kapitel 4.3.1). Die Quantifizierung der Banden 

wurde mit der ImageJ Software Version 1.54g (SCHNEIDER et al., 2012) durchgeführt. 

Dazu wurden die eingescannten farbigen Gele zuerst in Graustufen formatiert, sodass 

ImageJ die Schwärzung der Banden berechnen konnte. Der Mann-Whitney-U-Test 

wurde durchgeführt, um signifikante Unterschiede zu untersuchen. Das Ergebnis 

wurde als statistisch signifikant angesehen, wenn der p-Wert kleiner gleich 0,05 war. 

 

3.6 Inhibition der JAC-Bindung an Neutrophile  

3.6.1 Puffer und Lösungen 

PBS, pH 7,4 

Siehe Kapitel 3.3.1 
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Galaktose-Lösung (20%) 

Galaktose59          1 g 

In 5 ml PBS lösen. 

 

Mannose-Lösung (20%) 

Mannose60          1 g 

In 5 ml PBS lösen. 

 

Sukrose-Lösung (20%) 

Sukrose61          1 g 

In 5 ml PBS lösen. 

 

3.6.2 Pflanzenlektine und verwendete Zucker 

Die verwendeten Pflanzenlektine und verwendete Zucker sind in den folgenden 

Tabellen aufgeführt: 

 

Pflanzenlektin Firma Koppelung 
Eingesetzte 

Konzentration 

Jacalin (JAC) Biozol, Eching FITC gekoppelt 1 µg/ml 

 

 

 

 

59 Merck KGaA, Darmstadt 
60 Merck KGaA, Darmstadt 
61 Merck KGaA, Darmstadt 



MATERIAL UND METHODEN 

57 

 

Zucker Firma Eingesetzte 

Konzentration 

Galaktose Merck KGaA, Darmstadt 20% in PBS 

Mannose Merck KGaA, Darmstadt 20% in PBS 

Sukrose Merck KGaA, Darmstadt 20% in PBS 

 

3.6.3 Zuckerinhibierung des JAC und anschließende Färbung 

Equine Neutrophile wurden mit einer Zellzahl von 5 x 105 Zellen pro Delle in eine 96-

Loch-Platte mit U-Boden ausgesät und daraufhin bei 400 rcf für 2 min bei RT 

abzentrifugiert und der Überstand dekantiert. Mindestens 30 min vor der Verwendung, 

wurde das FITC-gekoppelte JAC mit einer jeweils 20%igen Zuckerlösung gemischt, 

um die Bindungsstellen von JAC zu inhibieren. Dann wurde jeweils 30 µl des FITC-

gekoppelten und inhibierten JACs in einer Konzentration von 1 µg/ml in je eine Delle 

gegeben und bei RT 15 min inkubiert. Anschließend wurden die Dellen mit 170 µl PBS 

bei 400 rcf für 2 min bei RT gewaschen und anschließend der Überstand dekantiert. 

Zuletzt wurden die markierten und gefärbten Zellen mit 200 µl PBS resuspendiert und 

mittels Durchflusszytometrie gemessen, um die Bindungseigenschaften von 

Pflanzenlektinen über die Fluoreszenzmarkierung analysieren zu können. 

 

3.6.4 Detektion mittels Durchflusszytometrie 

 

Siehe Kapitel 3.3.5 
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3.6.5 Auswertung und Statistik 

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurde mit der Flowlogic 

Software62 V7 durchgeführt. Dazu wurden zunächst im Dotplot (hier entspricht jede 

Zelle einem Punkt) mit den Parametern Forward-Scatter (FSC; zeigt die Größe der 

Zellen) und Sideward-Scatter (SSC; zeigt die Granularität der Zellen) die Granulozyten 

ausgewählt. Anschließend wurde in dieser Population der Ausschluss von Dubletten 

durchgeführt. Hierfür wurden die zwei Signalparameter Höhe (H) und Fläche (A) des 

FSC im Dotplot dargestellt. Dadurch wurden ausschließlich intakte und einzelne Zellen 

in die Auswertung einbezogen. Anschließend wurde Bindungsstärke der 

Pflanzenlektine auf den einzelnen intakten Granulozyten analysiert. Dazu wurden die 

gemessenen und Daten als Histogramm dargestellt, mit der mittleren 

Fluoreszenzintensität (engl. mean fluorescence intensity, MFI) auf der X-Achse und 

der Zellzahl auf der Y-Achse. Die Position des Histogramms auf der X-Achse ergab 

die Bindungsintensität für das jeweils untersuchte Pflanzenlektin. Diese wurde 

anschließend mit folgender Formel normalisiert: 

 

𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑀𝐹𝐼 =  
𝑀𝐹𝐼 Pflanzenl𝑒𝑘𝑡𝑖𝑛𝑠𝑓ä𝑟𝑏𝑢𝑛𝑔

𝑀𝐹𝐼 𝑜ℎ𝑛𝑒 Pflanzenl𝑒𝑘𝑡𝑖𝑛𝑓ä𝑟𝑏𝑢𝑛𝑔
 

 

Anschließend wurden pro Tier die normalisierten MFI-Werte der Messungen mit 

inhibiertem JAC durch Division mit den MFI-Werten des nicht-inhibierten JAC skaliert, 

und mit 100 multipliziert. Die resultierenden Werte stellen einen relativen Faktor in 

Prozent dar. 

 

 

 

 

 

62 Inivai Technologies, Mentone Victoria, Australien 
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3.7 Evaluation von proteomischen Daten von Neutrophilen 

Granulozyten 

3.7.1 Verwendung des Datensatzes PXD013648 

Für die proteomische Analyse der Neutrophilen wurde der Datensatz PXD013648 

verwendet. Dieser Datensatz zeigt vergleichend das Gesamtproteom von Neutrophilen 

gesunder und an ERU erkrankter Pferde (WEIGAND et al., 2021) und wurde auf dem 

ProteomeXchange Konsortium via PRIDE-Datenbank (https://www.ebi.ac.uk/pride/ ) 

frei zugänglich veröffentlicht wurde (PEREZ-RIVEROL et al., 2019). Dadurch wurde 

eine Konsistenz und Reproduzierbarkeit auf Grundlage von etablierten 

Arbeitsabläufen gewährleistet. 

 

3.7.2 Berechnung von möglichen O-Glykosylierungen via NetOGlyc 4.0 

Mithilfe von NetOGlyc 4.0 (STEENTOFT et al., 2013) wurde durch die Eingabe der 

Proteinsequenzen im FASTA-Format (PEARSON und LIPMAN, 1988) berechnet, an 

welchen Stellen und mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Protein eine O-GalNAc 

Glykosylierung aufweist. Dabei wurden Proteine als O-GalNAc glykosyliert erachtet, 

wenn an mehreren Stellen mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50% O-

glykosyliert sind. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Charakterisierung der Oberflächenglykosylierung von equinen 

Neutrophilen 

Neutrophile Granulozyten sind ein hochinteressantes Forschungsgebiet, das stetig an 

Bedeutung gewinnt, seit bekannt ist, wie heterogen diese Zellen in ihrer Funktion sind. 

In T-Zell getriebenen Autoimmunerkrankungen, wie der ERU, spielen Neutrophile eine 

wichtige Rolle (DEGROOTE et al., 2023). Damit konnte unsere Arbeitsgruppe bereits 

nachweisen, dass Neutrophile aus dem peripheren Blut von an ERU erkrankten 

Pferden sich in ihrem Proteom und in ihrer Funktion von Neutrophilen aus dem Blut 

gesunder Pferde unterscheiden und somit maßgeblich an der Pathogenese der ERU 

beteiligt sein könnten (DEGROOTE et al., 2023). Allerdings liegen bisher keine 

Erkenntnisse vor über die Oberflächenglykosylierung von equinen Neutrophilen sowie 

mögliche Veränderungen in T-Zell getriebenen Erkrankungen wie der ERU (Stand der 

Pubmed-Recherche, Stand: 27.08.2025) 

Zur Charakterisierung der Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen aus dem Blut 

gesunder und an ERU erkrankten Pferden wurden 35 Pflanzenlektine verwendet. 

Diese Pflanzenlektine binden spezifisch an genau definierte Glykanstrukturen (Tabelle 

4.1) und ermöglichten somit eine detaillierte Beschreibung der an der Neutrophilen-

Oberfläche vorkommenden Glykanstrukturen, wie es bereits in Kapitel 2.2.3 

beschreiben wurde. Um eine bessere Übersicht zu erhalten, wurden die 

Pflanzenlektine in Gruppen mit ähnlichen Bindungseigenschaften eingeteilt. Die 

Gruppen beschreiben dabei die Bindungsspezifitäten. Allerdings haben viele 

Pflanzenlektine mehrere Bindungsspezifitäten, die auch in andere Gruppen 

eingeordnet werden können. Die Bindungsintensitäten wurden nach den Mittelwerten 

der normalisierten MFI-Werte eingeteilt. Ein Mittelwert unter 5 wurde dabei als keine 

bis geringe, zwischen 5 und 100 als mittlere und über 100 als starke Bindung 

angesehen. 
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4.1.1 O-Glykan-bindende Pflanzenlektine 

Von den 35 verwendeten Pflanzenlektinen konnten vier genutzt werden, um spezifisch 

O-Glykane zu binden und damit nachzuweisen. Diese sind ACL (Abbildung 4.1 A), 

JAC (Abbildung 4.1 B), MAL-2 (Abbildung 4.1 C) und PNA (Abbildung 4.1 D). ACL 

erkennt Core 1- und Core 2 O-Glykane (siehe Kapitel 2.2.1), sowie Poly-Lewis-

Strukturen auf der Oberfläche equiner Neutrophiler. JAC bindet ebenso an Core 1 O-

Glykane, allerdings auch an Core 3 O-Glykane und toleriert dabei Substitutionen am 

C3-Kohlenstoffatom des α-GalNAc-Epitopes (Tabelle 4.1). Dagegen detektiert PNA 

Core 1 und Core 2 O-Glykane (Tabelle 4.1). Das Pflanzenlektin MAL-2 interagiert mit 

α2,3-sialylierten O-Glykanen und stellt damit eine Besonderheit in dieser Gruppe dar, 

da es spezifische Sialylierungen nachweisen kann (Tabelle 4.1). Alle genannten O-

Glykane konnten durch den Einsatz der vier Pflanzenlektine auf der Zelloberfläche mit 

mittlerer bis starker Häufigkeit nachgewiesen werden. Jene Glykane, die von ACL, 

MAL-2 und PNA auf der Neutrophilenoberfläche detektiert wurden, zeigten keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Kontrolltieren und an ERU erkrankten Pferden 

(Abbildung 4.1 A, C, D; Tabelle 4.1). Allerdings konnte auf Neutrophilen von ERU-

Pferden ein sehr signifikanter Anstieg von JAC-bindenden O-Glykanen gezeigt werden 

(Abbildung 4.1 B; Tabelle 4.1), der im Vergleich zu den Kontrolltieren mehr als 

zweifach erhöht war (** p = 0.0012, Abbildung 4.1 B).  
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Abbildung 4.1 Bindungsverhalten von O-Glykan-bindenden Pflanzenlektinen auf der 

Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Es ist 

die Expressionsstärke der O-Glykane, die von ACL (A), JAC (B), MAL-2 (C) und PNA (D) 

detektiert wurden, dargestellt. Die Balkendiagramme der gesunden (grau; n = 5 - 7) und an 

ERU erkrankten Pferde (blau; n = 9 - 11) repräsentieren den Mittelwert der normalisierten MFI 

(siehe Kapitel 3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte 

bei (B) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen und ERU festgestellt 

werden (** p = 0.0012; Students t-Test mit Welchs-Korrektur). (A), (C) und (D) sind im 

Vergleich nicht signifikant unterschiedlich (ns = nicht signifikant; Students t-Test mit Welchs-

Korrektur oder Mann-Whitney-U-Test). 
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4.1.2 N-Glykan-bindendende Pflanzenlektine 

Das Pflanzenlektin ABL favorisiert N-Glykane mit zwei Verzweigungen, die mit einer 

β-gebundenen N-Acetylglukosaminstruktur (GlcNAc) enden (Tabelle 4.1). Daneben 

erkennt es mit geringer Affinität auch Core 2 O-Glykane (Tabelle 4.1). Sehr komplexe 

N-Glykane werden von DSL detektiert, diese sind über β1,4- oder β1,6-GlcNAc 

verbunden und enthalten oft Chitobiose oder Chitotriose. Daneben erkennt es auch 

weit verzweigte Oligomere, die mehrmals wiederholende Typ 2 LacNAc enthalten 

(Tabelle 4.1). PHA-E und PHA-L sind zwei weitere Pflanzenlektine, die N-Glykane 

binden. Während PHA-E eine starke Affinität zu Strukturen hat, die im mittleren Ast 

des N-Glykans ein GlcNAc haben (engl. bisecting GlcNAc), bindet PHA-L 

vorzugsweise β 1,6-verzweigte N-Glykane (Tabelle 4.1). Die von PHA-E gebundenen 

Glykane wurde sehr stark auf der Neutrophilenoberfläche exprimiert (Abbildung 4.2 C). 

Ebenfalls stark exprimiert wurden die von ABL gebundenen Glykane (Abbildung 4.2 

A). Dagegen sind die von PHA-L und DSL detektierten Strukturen in einer etwas 

geringeren Abundanz auf der Oberfläche der equinen Neutrophilen vorhanden 

(Abbildung 4.2 B, D; Tabelle 4.1). Keines der hier benannten Glykane zeigte einen 

signifikanten Unterschied auf der Oberfläche der Neutrophilen von gesunden und an 

ERU erkrankten Pferden (Tabelle 4.1).  
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Abbildung 4.2 Bindungsverhalten von N-Glykan-bindenden Pflanzenlektinen auf der 

Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Es ist 

die Expressionsstärke der N-Glykane, die von ABL (A), DSL (B), PHA-E (C) und PHA-L (D) 

detektiert werden, dargestellt. Die Balkendiagramme der gesunden (grau; n = 5 - 7) und an 

ERU erkrankten Pferde (blau; n = 9 - 11) repräsentieren den Mittelwert der normalisierten MFI 

(siehe Kapitel 3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte 

bei keiner Glykosylierung ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen und 

ERU festgestellt werden (ns = nicht signifikant; Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder 

Mann-Whitney-U-Test). 
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4.1.3 Mannose-bindendene Pflanzenlektine 

Das aus der Banane gewonnene Pflanzenlektin BanLec verfügt über Bindungsstellen 

für interne α1,3-Glukosyl- und -Mannosylstrukturen und erkennt zudem reduzierende 

terminale α1,3- und α1,6-Glukosylstrukturen (Tabelle 4.1). ConA dagegen detektiert 

terminal gebundene α-Mannosen, die potenziell auch von HHL prioritär identifiziert 

werden (Tabelle 4.1). Allerdings detektiert ConA zusätzlich biantennäre N-Glykane mit 

multiplen Erweiterungen (Tabelle 4.1). Spezifischer agieren die Pflanzenlektine GNL 

und NPL. Beide Pflanzenlektine binden bevorzugt an terminale α1,6-gebundene 

Mannose, es wird aber auch von einer Affinität zu α1,3-gebundener Mannose berichtet 

(Tabelle 4.1). Zudem erkennen beide Pflanzenlektine auch kurze terminale LacNAc 

(Tabelle 4.1). Die terminal gebundene α-Mannosen, die von HHL detektiert wurden, 

waren auf den Neutrophilen in beiden Vergleichsgruppen nur sehr gering nachweisbar 

(Abbildung 4.3 D). ConA-gebundene Strukturen wurden stark exprimiert (Abbildung 

4.3 B). Das spricht für ein hohes Aufkommen von biantennären N-Glykanen auf der 

Neutrophilenoberfläche von Pferden. Die von BanLec identifizierten Glukosyl- und 

Mannosylstrukturen wurden signifikant geringer auf der Zelloberfläche von ERU-

Neutrophilen exprimiert (* p = 0,0163; Tabelle 4.1, Abbildung 4.3 A). Die weiteren 

Glykanverbindungen zeigten keinen signifikanten Unterschied in ihrer Ausprägung auf 

der Neutrophilenoberfläche von gesunden und an ERU erkrankten Pferden (Abbildung 

4.3 C, E, Tabelle 4.1).  
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Abbildung 4.3 Bindungsverhalten von Mannose-bindenden Pflanzenlektinen auf der 

Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Es ist 

die Expressionsstärke der Mannose-haltigen Glykane, die von BanLec (A), ConA (B), GNL 

(C), HHL (D) und NPL (E) detektiert wurden, dargestellt. Die Balkendiagramme der gesunden 

(grau; n = 7) und an ERU erkrankten Pferde (blau; n = 10-11) repräsentieren den Mittelwert 

der normalisierten MFI (siehe Kapitel 3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der 

Standardabweichung. Es konnte bei (A) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 
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Kontrollen und ERU festgestellt werden (* p = 0.0163; Students t-Test mit Welchs-Korrektur). 

(B), (C), (D) und (E) sind im Vergleich nicht signifikant unterschiedlich (ns = nicht signifikant; 

Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder Mann-Whitney-U-Test). 

 

4.1.4 Fukose-bindendende Pflanzenlektine 

Viele Arten der α-gebundenen Fukosestrukturen werden durch AAL erkannt. Eine 

besondere Präferenz ist dabei eine Typ 2 LacNAc-Struktur, die mit einer α1,2-

gebundenen Fukosestruktur endet (Tabelle 4.1). LCA und PSA priorisieren Core-

Fukosylierungen (Tabelle 4.1). Das sind N-Glykan-Verbindungen, die eine über α1,6-

gebundene Fukose am GlcNAc tragen, dass wiederum an Asparagin gebunden ist. 

(BOJAR et al., 2022). Allerdings kann das Anhängen von weitere Fukosylierungen 

(LCA) oder dem bisektierten GlcNAc (LCA, PSA), eine Bindung inhibieren (BOJAR et 

al., 2022). Neben den bereits genannten Fukosestrukturen, erkennt LCA auch α1,2-

gebundene Mannose (Tabelle 4.1). Das Pflanzenlektin LTL bindet nur 

Oligosaccharide, die α1,3-gebundene Fukosestrukturen enthalten (Tabelle 4.1). 

Wiederum sehr spezifisch erkennt PTL Strukturen, die ein α1,3-gebundenes GlcNAc 

oder und eine α1,2-gebundenen Fukosestruktur beinhalten (Tabelle 4.1). Eine solche 

Struktur ist dabei das H-Antigen, dass die Grundlage des ABO-Blutgruppensystems 

bildet (ACHARYA et al., 1990). Eine α1,2-gebundene Fukose mit einer β1,4-

gebundene Galaktose wurde von UEA-1 identifiziert (Tabelle 4.1). Die von AAL, LCA 

und PSA gebundenen Glykanstrukturen wurden in starker bis mittlerer Intensität auf 

der equinen Neutrophilenoberfläche nachgewiesen (Abbildung 4.4 A, B und D; Tabelle 

4.1). Hingegen wurden die Glykane, die von LTL, PTL und UEA-1 erkannt wurden nicht 

bis nur sehr schwach detektiert (Abbildung 4.4 C, E und F; Tabelle 4.1). Alle auf der 

Neutrophilenoberfläche charakterisierten, Fukose-haltigen Glykane zeigten keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollen und den an ERU erkrankten Tieren 

(Abbildung 4.4; Tabelle 4.1).  
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Abbildung 4.4 Bindungsverhalten von Fukose-bindenden Pflanzenlektinen auf der 

Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Es ist 

die Expressionsstärke der Fukose-enthaltenden Glykanen, die von AAL (A), LCA (B), LTL (C), 

PSA (D), PTL (E) und UEA-1 (F) detektiert wurden, dargestellt. Die Balkendiagramme der 

gesunden (grau; n = 5 - 7) und an ERU erkrankten Pferde (blau; n = 9 - 11) repräsentieren den 

Mittelwert der normalisierten MFI (siehe Kapitel 3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der 

Standardabweichung. Es konnte bei keiner Glykosylierung ein statistisch signifikanter 
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Unterschied zwischen den Kontrollen und ERU festgestellt werden (ns = nicht signifikant; 

Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder Mann-Whitney-U-Test). 

 

4.1.5 Terminale Galaktose- und N-Acetyllaktosamin-bindendende 

Pflanzenlektine 

Glykane, die mit einer β-gebundenen Galaktose enden, werden von BPL erkannt. 

Toleriert werden dabei auch terminal β-gebundene GalNAc. Eine starke Affinität zu 

Typ 2 LacNAc hat RCA-I und ECL (Tabelle 4.1). RCA-I erkennt aber auch andere β-

gebundenen Galaktose-Strukturen. ECL identifizierte zudem Typ 2 N-

Acetylgalaktosamin-β1-4-N-Acetylglucosamin (LacdiNAc)-Strukturen, die indes auch 

von LEL und STL gebunden werden (Tabelle 4.1). Zusätzlich bindet LEL 2 polyLacNAc 

und Chitin-Oligomere (Tabelle 4.1). Enden Glykane mit einer α-gebunden Galaktose 

oder einem GalNAc werden sie von GSL-I detektiert (Tabelle 4.1). GSL-I-B4 hingegen 

erkennt ausschließlich terminale α-Galaktosestrukturen (Tabelle 4.1). SJA bindet 

priorisiert terminale poly- oder multiantennäre Typ 2 LacNAc oder LacdiNAc oder das 

Blutgruppenantigen B (Tabelle 4.1). Neben der vorher bereits erwähnten 

Bindungsspezifität von STL zu Typ 2 LacdiNAc-Strukturen, bindet dieses 

Pflanzenlektin auch interne Typ 2 LacNAc als lineares Glykan und Chitin-Oligomere 

(Tabelle 4.1). Diese Strukturen lagen auf der Zelloberfläche von equinen Neutrophilen 

nicht vor, wie auch die weiteren Bindungsspezifitäten von SJA, da keine der von STL 

und SJA gebundenen Glykane nachgewiesen wurde (Abbildung 4.5 G, H; Tabelle 4.1). 

Alle anderen vorgestellten Glykane wurden dagegen in mittlerer Expressionsstärke 

identifiziert (Abbildung 4.5 A-F; Tabelle 4.1). Vor allem terminale Typ 2 LacNAc, die 

von RCA-I gebunden wurden, waren stark auf den Neutrophilen des Pferdes 

ausgeprägt (Abbildung 4.5 F; Tabelle 4.1). Keine der genannten Verbindungen zeigte 

einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Neutrophilen von gesunden und 

an ERU erkrankten Pferden (Abbildung 4.5; Tabelle 4.1). 
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Abbildung 4.5 Bindungsverhaltens von Galaktose und N-Acetlylaktosamin-bindenden 

Pflanzenlektinen auf der Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden. Es ist die Expressionsstärke dieser Glykane, die von BPL (A), ECL (B), 

GSL-I (C), GSL-IB-4 (D), LEL (E), RCA-I (F), SJA (G) und STL (H) detektiert wurden, 

dargestellt. Die Balkendiagramme der gesunden (grau; n = 5 - 7) und an ERU erkrankten 

Pferde (blau; n = 9 - 11) repräsentieren den Mittelwert der normalisierten MFI (siehe Kapitel 

3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte bei keiner 

Glykosylierung ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen und ERU 

festgestellt werden (ns = nicht signifikant; Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder Mann-

Whitney-U-Test). 

 

4.1.6 Terminalen N-Acetylgalaktosamin-bindendende Pflanzenlektine 

Terminale GalNAc-Strukturen, die α- oder β-gebunden sind werden von SBA, VVA und 

WFA identifiziert (Tabelle 4.1). Das Forssman Antigen, eine GalNAcα1-3GalNAcβ-

Verbindung, wird von DBA präferiert (Tabelle 4.1). VVA kann zusätzlich an terminale 

LacdiNAc binden und WFA an terminale LacNAc (Tabelle 4.1). Nur die von WFA 

gebundenen Glykanstrukturen konnten sowohl bei den gesunden als auch aus den an 

ERU erkrankten Pferden isolierten Neutrophilen auf der Oberfläche mit geringer bis 

mittlerer Expression festgestellt werden (Abbildung 4.6 D). Die verbleibenden 

Glykanstrukturen konnten kaum nachgewiesen werden (Abbildung 4.6 A-C, Tabelle 

4.1). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrolltieren und den an 

ERU erkrankten Tieren (Abbildung 4.6; Tabelle 4.1).  
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Abbildung 4.6 Bindungsverhaltens von N-Acetylgalaktosamin-bindenden 

Pflanzenlektinen auf der Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden. Es ist die Expressionsstärke N-Acetylgalaktosamin-bindenden 

Glykanen, die von DBA (A), SBA (B), VVA (C) und WFA (D) detektiert wurden, dargestellt. Die 

Balkendiagramme der gesunden (grau; n = 7) und an ERU erkrankten Pferde (blau; n = 9 - 11) 

repräsentieren den Mittelwert der normalisierten MFI (siehe Kapitel 3.3.6) und die 

Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. Es konnte bei keiner Glykosylierung ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollen und ERU festgestellt werden (ns 

= nicht signifikant; Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder Mann-Whitney-U-Test).  
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4.1.7 N-Acetylglukosamin- und Sulfat-bindendende Pflanzenlektine 

GSL-II bindet bevorzugt β-GlcNAc-Strukturen, erkennt aber auch terminale α-GlcNAc-

Strukturen (Tabelle 4.1). Dieselben Strukturen bindet auch WGA, zusätzlich 

identifiziert dieses Pflanzenlektin auch multiple terminale N-Acetylstrukturen (Tabelle 

4.1). SNA bindet an α2,6-gebundene LacNAc- oder LacdiNAc-Strukturen (Tabelle 4.1). 

Es konnte kaum GSL-II bindende Glykane auf der equinen Neutrophilenoberfläche 

nachgewiesen werden (Tabelle 4.1; Abbildung 4.7 A). Dagegen zeigten WGA-

gebundene Glykane eine mittelstarke Abundanz auf den equinen Neutrophilen 

(Tabelle 4.1; Abbildung 4.7 C) Ebenfalls mit mittlerer Expressionsstärke ausgeprägt, 

waren sialylierte α2,6-gebundene LacNAc-Strukturen, die von SNA priorisiert wurden 

(Tabelle 4.1; Abbildung 4.7 B). In dieser Gruppe war ebenfalls kein signifikanter 

Unterschied zwischen den Neutrophilen der gesunden und der an ERU erkrankten 

Pferde zu erkennen (Abbildung 4.7). 
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Abbildung 4.7 Bindungsverhaltens von N-Acetylglukosamin- und Sulfat-bindenden 

Pflanzenlektinen auf der Zelloberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden. Es ist die Expressionsstärke dieser Glykane, die von GSL-II (A), SNA 

(B) und WGA (C) detektiert wurden, dargestellt. Die Balkendiagramme der gesunden (grau; n 

= 5 - 6) und an ERU erkrankten Pferde (blau; n = 9 - 11) repräsentieren den Mittelwert der 

normalisierten MFI (siehe Kapitel 3.3.6) und die Fehlerbalken entsprechen der 

Standardabweichung. Es konnte bei keiner Glykosylierung ein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen den Kontrollen und ERU festgestellt werden (ns = nicht signifikant; 

Students t-Test mit Welchs-Korrektur oder Mann-Whitney-U-Test). 
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Akronym a Spezifitäten b 
norm. MFI ± SDc 

p-Wertd 
Kontrolle ERU 

PHA-E bisektiertes GlcNac bevorzugt mit Typ 2 LacNAc 172.6 ± 136.9 185.4 ± 176.2 1.000 

RCA I 
terminale β-Galaktose-Reste, mit einer Präferenz 

für Typ 2 LacNAc 
135.6 ± 164.8 139.4 ± 95.0 0.9638 

S-WGA Oligosaccharide mit terminalem GlcNAc 5.4 ± 3.9 5.5 ± 4.2 0.9396 

AAL 
 α-gebundene Fukose; bevorzugt terminale α1,2-

gebundene Fukosestrukturen von Typ 2 LacNAc 
135.6 ± 71.8 139.8 ± 95.2 0.8802 

STL 
interne Typ 2 LacNAc als lineare Glykane; Typ 2 

LacdiNAc; Chitin Oligomere 
3.9 ± 3.1 3.5 ± 1.9 0.8802 

ABL 
 biantennäre N-Glykane mit terminalem β-GlcNAc 

oder LacNAc; Core 2 O-Glykane 
108.7 ± 73.0 126.0 ± 82.3 0.6764 

MAL-2 α2,3-sialyliertes O-Glykan 10.5 ± 7.9 8.7 ± 3.5 0.6100 

GSL II 

α- der β-gebundenes GlcNAc, bevorzugt terminale 

GlcNac von LacNAc in multiantennären N-

Glykanen 

1.6 ± 0.6 1.5 ± 0.3 0.5944 

SNA α-2,6-sialyliertes LacNAc oder LacdiNAc 48.0 ± 50.6 64.5 ± 49.9 0.5746 

SBA 
Oligosaccharidstrukturen mit terminal α- oder β-

gebundenem GalNAc 
2.1 ± 1.2 2.2 ± 1.9 0.5220 

WGA 

mehrere terminale N-Acetylstrukturen; 

Oligosaccharide, die terminales α- oder β-

gebundenes GlcNAc enthalten 

52.8 ± 54.1 57.1 ± 45.2 0.5136 

LTL 
α-1,3-gebundene Fukose enthaltende 

Oligosaccharide 
2.1 ± 0.9 1.6 ± 0.4 0.4927 

GSL-I-B4  terminale α-Galaktose-Strukturen 19.9 ± 17.8 14.3 ± 11.1 0.4777 

PTL 
Kohlenhydratstrukturen, die α-1,3-gebundene 

Galaktose und α1,2-gebundene Fukose enthalten 
1.5 ± 0.6 1.2 ± 0.2 0.4482 

DSL 

β-1,4- und β-1,6-gebundene GlcNAc-Oligomere, 

bevorzugt Chitobiose oder Chitotriose; verzweigte 

Strukturen mit mehreren Typ 2 LacNAc-

Wiederholungen 

18.4 ± 10.2 14.1 ± 5.8 0.4271 

ConA 
terminal α-gebundene Mannose; biantennäre N-

Glykane mit multiplen Verlängerungen 
153.1 ± 105.8 108.6 ± 64.1 0.3450 
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DBA terminale GalNAc-α1,3-GalNAc 1.5 ± 0.7 1.2 ± 0.2 0.3166 

SJA 
terminale poly- und multiantennäre Typ 2 LacNAc 

oder LacdiNAc; Blutgruppe B 
1.5 ± 0.6 1.2 ± 0.2 0.2804 

WFA 
Kohlenhydratstrukturen, die in α- oder β-

gebundenem GalNAc enden; terminales LacNAc 
11.4 ± 12.5 5.9 ± 4.7 0.2766 

VVA 
terminales α- oder β-gebundenes GalNac, 

terminales β-LacdiNAc 
4.0 ± 2.0 2.9 ± 1.8 0.2716 

ACL 
Core 1 und Core 2 O-Glykane; Poly-Lewis-

Strukturen 
12.6 ± 7.2 10.0 ± 5.4 0.2272 

PSA Core-Fukosestrukturen 40.0 ± 40.5 82.7 ± 80.0 0.2123 

LEL 
Typ 2 PolyLacNac; Typ 2 LacdiNAc; Chitin-

Oligomere 
34.1 ± 25.8 63.6 ± 54.5 0.1978 

LCA Core Fukose; terminale α1,2-Mannose 58.0 ± 55.8 106.9 ± 64.3 0.1714 

HHL terminale α-Mannosestrukturen 3.8 ± 2.9 2.0 ± 0.6 0.1711 

GSL I α-GalNAc- und α-Galaktose-Strukturen 29.9 ± 22.7 18.0 ± 14.0 0.1600 

UEA-1 
α1,2-gebundene Fukose mit β1,4-gebundene 

Galaktose  
1.9 ± 1.1 1.3 ± 0.4 0.1521 

BPL 
 Oligosaccharide mit terminal β-gebundener 

Galaktose oder β-gebundenem GalNAc 
28.2 ± 18.8 15.1 ± 8.9 0.1282 

ECL terminales Typ 2 LacNAc und LacdiNAc 18.8 ± 15.1 7.3 ± 4.6 0.0993 

NPL 
terminale α1,6 und α1,3 Mannose-Strukturen; N-

Glykane mit terminalem kurzem LacNAc 
13.8 ± 10.5 6.3 ± 4.6 0.0878 

PHA-L  β1,6-gebundene N-Glykane 56.9 ± 47.0 27.2 ± 19.6 0.0853 

GNL 
terminale α-1,6 und α-1,3 Mannose-Strukturen; N-

Glykane mit terminalem kurzem LacNAc 
14.2 ± 11.2 8.2 ± 8.9 0.0700 

PNA Core 1 und Core 2 O-Glykane 15.4 ± 11.1 5.0 ± 5.0 0.0636 

BanLec 

interne α-1,3-Glukosyl- und Mannosyl-Strukturen; 

reduzierte terminale α1,3 und α1,6-Glukosyl-

Strukturen 

21.1 ± 17.8 8.8 ± 3.6 0.0163 

JAC 
Core 1 und Core 3 O-Glykane; 3-substituiertes α-

GalNAc 
41.5 ± 20.3 98.9 ± 27.2 0.0012 

Tabelle 4.1 Bindungsspezifitäten und Abundanz auf der Zelloberfläche von allen in 
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dieser Studie verwendeten Pflanzenlektinen, sortiert nach der Signifikanz von Kontrolle 

zu ERU. (a) Akronym des Pflanzenlektins (b) Bindungsspezifitäten der Pflanzenlektine nach 

Bojar et al. (BOJAR et al., 2022), Singh et al. (SINGH et al., 2014), Monsigny et al. 

(MONSIGNY et al., 1979) und (LESCAR et al., 2002) (c) normalisierte MFI mit 

Standardabweichung (SD) von Kontrollen und ERU (d) p-Werte der statistischen Signifikanz 

der Kontrollen gegen ERU.  

 

4.2 Inhibierung der JAC-Bindung durch verschiedene Saccharide 

Die Bindung von JAC an equine Neutrophile wurde durch eine vorherige Absättigung 

des FITC-markierten JAC mit verschiedenen Sacchariden unterschiedlich beeinflusst. 

Während die Vorabsättigung mit einer 20%igen Sukroselösung keinen hemmenden 

Effekt auf die Bindung hatte und mit einer 20%igen Mannoselösung nur eine geringe 

hemmende Wirkung zeigte, wurde die JAC-Bindung mit einer 20%igen 

Galaktoselösung deutlich reduziert. 

 

Abbildung 4.8 JAC-Inhibierung mit den Sacchariden Galaktose, Sukrose und Mannose. 

Nicht inhibiertes JAC ist in grau dargestellt. Das Balkendiagramm (links) und repräsentative 
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Überlagerungen der Histogramme (rechts) zeigen eine stark verminderte Bindung an equine 

Neutrophile nach der Inhibierung mit einer 20%igen Galaktoselösung. Die der Inhibierung mit 

einer 20%igen Mannoselösung zeigte eine leicht verminderte Bindung von JAC, während die 

Inhibierung mit einer 20%igen Sukroselösung keine Minderung der JAC-Bindung erwirkte. Die 

Balkendiagramme repräsentieren den Mittelwert der normalisierten MFI (siehe Kapitel 3.3.6) 

und die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. 

 

4.3 Immunzytologischer Nachweis der verringerten BanLec-

bindenden und erhöhten JAC-bindenden 

Oberflächenglykane auf ERU-Neutrophilen 

Durch die durchflusszytometrische Untersuchung der Oberflächenglykosylierung von 

Neutrophilen mithilfe von Pflanzenlektinen wurden signifikante Unterschiede zwischen 

gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt. Dabei waren Glykosyl- und 

Mannosyl-Reste, die von BanLec identifiziert wurden, bei Neutrophilen von an ERU 

erkrankten Pferden signifikant schwächer ausgeprägt (* p = 0,0163; Abbildung 4.3 A), 

während JAC-bindende O-Glykoside signifikant stärker abundant auf der 

Neutrophilen-Oberfläche von an ERU erkrankten Tieren waren (** p = 0,0012; 

Abbildung 4.1 B). Diese Unterschiede wurden nun mittels Immunzytochemie genauer 

untersucht. Zusätzlich zu den Färbungen mit BanLec und JAC, wurde eine 

Kontrollfärbung mit DBA angefertigt. Die Färbung mit DBA diente als Negativkontrolle, 

da DBA-gebundene Glykane in der Durchflusszytometrie nicht detektiert wurden 

(Abbildung 4.6 A). Dies konnte auch in der Immunzytochemie reproduziert werden 

(Abbildung 4.9 A) und verdeutlicht so nochmals das Fehlen von terminal gebundenen 

α-GalNAc. BanLec-bindende Strukturen waren auf der Oberfläche von ERU-

Neutrophilen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant reduziert in der 

Immunzytochemie (p = **** p < 0,0001; Abbildung 4.9 B). Im Gegensatz dazu konnten 

auf der Zelloberfläche der Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden eine 

signifikant erhöhte Abundanz von JAC-bindenden O-Glykosiden festgestellt werden (p 

= **** p < 0,0001; Abbildung 4.9 C). Die präsentierten Immunfluoreszenzbilder 

verdeutlichten die Unterschiede auf zellulärer Ebene und stützten die 

krankheitsassoziierte Umverteilung von spezifischen Glykosylierungsmustern 

(Abbildung 4.9), die bereits mittels Durchflusszytometrie festgestellt wurde (siehe 
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Kapitel 4.1). Zusammengefasst wurde in einer quantitativen und einer qualitativen 

Methode nachgewiesen, dass die Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen aus 

dem Blut von an ERU erkrankten Pferden verändert ist. 

 

 

Abbildung 4.9 ERU-assoziierte Veränderungen der Glykosylierung der 

Neutrophilenoberfläche von gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Die 

Immunzytochemie zeigt die Bindung der dargestellten Pflanzenlektine DBA (A), BanLec (B) 
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und JAC (C) an Glykanstrukturen der Zelloberfläche (grün). Die Zellkerne wurden mit DAPI 

(blau) gefärbt. Die Balkendiagramme zeigen die Quantifizierung der Pflanzenlektin-Glykan-

Bindungs-Signalintensität der Kontroll- (grau; n = 30) und der an ERU erkrankten Pferden 

(blau; n = 30), gemessen mittels ImageJ. (A) DBA-bindende Glykane wurden weder in Kontroll- 

noch in an ERU erkrankten Pferden nachgewiesen. (B) BanLec-bindende Glykane waren auf 

Neutrophilen aus an ERU erkrankten Pferden signifikant vermindert. (**** p < 0,0001). (C) JAC-

bindende Glykane waren auf der Oberfläche von Neutrophilen aus an ERU erkrankten Pferden 

signifikant erhöht (**** p < 0,0001).  

 

4.4 Präzipitation von O-Glykanen mit Jacalin  

Da ERU-assoziierte Unterschiede in der Oberflächenglykosylierung von equinen 

Neutrophilen festgestellt werden konnten, wurden diese Änderungen näher 

untersucht. Von besonderem Interesse war dabei die erhöhte Abundanz von JAC-

bindenden O-Glykanen auf Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden. Ein 

vermehrtes Vorkommen von O-Glykanen im Zusammenhang mit Erkrankungen beim 

Pferd wurde bisher bei Osteoarthritis beschreiben, jedoch nicht auf Immunzellen 

sondern auf Synovialproteinen aus dem Karpus (NOORDWIJK et al., 2022). Bei 

Erkrankungen wie der ERU wurde eine erhöhte O-Glykosylierung auf der Oberfläche 

von equinen Neutrophilen bisher nicht beschrieben (Stand der PubMed-Recherche: 

03.10.2025).  

Um die erhöhte JAC-Bindung, die auf ERU-Neutrophilen nachgewiesen wurde, weiter 

zu charakterisieren, wurde über Nacht eine Präzipitation unter Verwendung von 

Agarose-gekoppelten JAC-Beads durchgeführt, um JAC-spezifische O-glykosylierte 

Proteine anzureichern. Nach der Präzipitation wurden die Proteine von den Beads 

eluiert und mittels SDS-PAGE in molekulargewichtsspezifische Banden aufgetrennt, 

um die Präzipitate in weiteren Untersuchungen näher zu charakterisieren. 

 

4.4.1 Detektion JAC-assosiierter O-glykosylierter Kandidatenproteine 

Die SDS-PAGE-Analyse von Lysaten und Präzipitat-Überständen zeigte eine Vielzahl 

verschiedener Proteinbanden, wohingegen die SDS-PAGE der Eluate deutlich 

weniger Banden ergab, darunter eine Bande bei 90 - 100 kDa, die konsistent sowohl 
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bei den Eluaten aus den ERU-Proben als auch bei als den Kontrollen beobachtet 

wurde (Abbildung 4.10 A, schwarzer Rahmen). Diese Bande erschien in den Eluaten 

der ERU-Proben intensiver und die densiometrische Analyse bestätigte eine 1,4-fach 

höheres Signal in ERU-Neutrophilen, dass allerdings keine statistische Signifikanz 

erreichte (Abbildung 4.10 B). Bei den Überständen war diese Bande nicht und bei den 

Lysaten nur leicht detektierbar, was darauf hindeutet, dass die O-glykosylierten 

Proteine in dieser Bande mit JAC präzipitiert und somit in den Eluaten angereichert 

wurden. Weitere Banden auf der SDS-PAGE der Eluate sind nicht konstant in allen 

Reihen nachweisbar, so zeigte die ERU-Probe in der zweiten Reihe nur ein 

Bandensignal bei 90 – 100 kDa (Abbildung 4.10 A, links). 

 

Abbildung 4.10 Proteine, die mittels JAC-Präzipitation angereichert wurden. (A) 

Repräsentatives 1D-SDS-Gel (10 %) mit Eluaten aus der JAC- Präzipitation (links) zeigt in 
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allen Proben bei 90 - 100 kDa eine deutliche Bande (grau umrahmt), was auf das 

Molekulargewicht von O-glykosylierten Proteinen aus der JAC- Präzipitation, die von JAC in 

equinen Neutrophilen gebunden werden, hinweist. Repräsentatives 1D-SDS-Gel (10%), das 

mit Überständen aus der JAC-Präzipitation und Lysaten durchgeführt wurde (rechts), zeigt 

keine oder schwache Banden bei 90 – 100 kDa. (B) Quantifizierung der Intensität der 

detektierten Bande in Eluaten der Kontrollen (grau; n = 3) und ERU-Proben (blau; n = 3). Die 

Daten sind als Mittelwert ± SD dargestellt. Die Bandenintensität in ERU war 1,4-fach höher als 

in Kontrollen, allerdings nicht signifikant (ns p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).  

 

4.4.2 Berechnung des exakten molekularen Gewichts der unbekannten 

Proteine 

Um einen besseren Aufschluss über Glykoproteine zu erhalten, die in ERU entweder 

höher abundant vorkommen oder in gleicher Menge auf der Neutrophilenoberfläche 

vorliegen, jedoch stärker O-glykosyliert sind, wurde das exakte molekulare Gewicht 

der zwischen 90 – 100 kDa schweren Proteine, die durch JAC präzipitiert wurden, 

rechnerisch bestimmt (siehe Kapitel 3.5.6.3). Dies ergab sich ein molekulares Gewicht 

von 94,5 kDa für mögliche Kandidatenproteine (Abbildung 4.11; roter Punkt). 
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Abbildung 4.11 Graph zur Berechnung des molekularen Gewichts von unbekannten 

Banden. Dargestellt ist der Graph, der durch Ausmessung der Migrationsdistanz der 

Markerbanden eines Proteinbandenmarkers entsteht. Der in diesem Fall zu ermittelnde Punkt 

ist in rot dargestellt und entspricht einem molekularen Gewicht von 94,5 kDa.  

 

4.5 Identifikation möglicher Kandidatenproteine für O-

Glykosylierung anhand des Proteoms der Neutrophilen von 

gesunden und an ERU erkrankten Pferden    

Durch die Ergebnisse der Jacalin-Präzipitation konnte eine Anreicherung von 

Proteinen mit einem Molekulargewicht von 94,5 kDa festgestellt werden, die zudem in 

den ERU-Proben leicht erhöhte Abundanz zeigten. Um nun zu evaluieren, welche 

Glykoproteine für diese gesteigerte O-Glykosylierung in Betracht gezogen werden 

können, wurde das Proteom von equinen Neutrophilen nach möglichen 

Kandidatenproteinen durchsucht. Hierfür wurde ein Datensatz verwendet, der 

vergleichend das Gesamtproteom von Neutrophilen gesunder und an ERU erkrankter 

Pferde zeigt (WEIGAND et al., 2021). In dieser Proteomauswertung konnten 

insgesamt 2362 Proteine identifiziert werden. Von diesen 2362 Proteinen, waren 212 
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Proteine in den Neutrophilen der an ERU erkrankten Pferde höher abundant. 

 

4.5.1 Auswertung eines Datensatzes des neutrophilen Proteoms nach 

festgelegten Kriterien 

Um zu klären, ob diese Bande mit Proteinen korrespondieren könnte, deren 

Gesamtvorkommen in ERU-Neutrophilen erhöht ist, suchten wir in zuvor 

veröffentlichten Proteomdaten nach Kandidatenproteinen. Da in den JAC-Eluaten eine 

konstante Bande bei 94,5 kDa detektiert wurde (siehe Kapitel 4.4), die bei den Eluaten 

aus den ERU-Proben 1,4-fach stärker ausgeprägt war als bei den Kontrollen und 

zudem im Pflanzenlektin-Screening ein mehr als zweifacher Anstieg von JAC-

bindenden Glykanen bei den ERU-Neutrophilen nachweisbar war, wurde der 

Neutrophilen-Proteom-Datensatz nach folgenden Kriterien gefiltert: Das 

Molekulargewicht des gesuchten Proteins wurde auf 90 – 100 kDa eingegrenzt und 

der Abundanz-Unterschied zwischen ERU und Kontrolle wurde von 1,1 bis 2,2 

festgelegt. Des Weiteren mussten die in Frage kommenden Proteine in allen 

gemessenen Proben (n = 6) detektiert worden sein, da in der Durchflusszytometrie 

und der Immunzytometrie in jeder Probe JAC-bindende Glykane festgestellt wurden 

(siehe Kapitel 4.1. und 4.3). Zudem wurde die Suche auf Proteine, die an der 

Zelloberfläche vorkommen, beschränkt. Als letztes Kriterium wurde überprüft, ob für 

die verbliebenden Proteine eine O-Glykosylierung wahrscheinlich ist. Dafür wurde 

NetOGlyc 4.0 (STEENTOFT et al., 2013) zur Berechnung von O-Glykosyierungen 

verwendet (siehe Kapitel 3.6.2). 

 

4.5.2 CDCP1 und ITGB2 sind mögliche Kandidatenproteine mit erhöhter 

Abundanz und verstärkter O-Glykosylierung in ERU 

Nach Anwendung der von uns festgelegten Kriterien, standen fünf Proteine in der 

engeren Auswahl. Diese waren das CUB-Domäne-enthaltendes Protein 1 (engl.  CUB 

Domain Containing Protein 1, CDCP1), Integrin, Beta 2 (ITGB2), Adhesion G Protein-

coupled Receptor E5 (ADRE5), Oxysterol Binding Protein-Like 8 (OSBPL8) und die 

Glukosidase alpha (GANAB) (Tabelle 4.2). Bei der Berechnung der O-
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Glykosylierungen dieser Proteine (siehe Kapitel 3.6.2), wurde bei GANAB nur eine 

potenzielle O-Glykosylierungsstelle mit einer Wahrscheinlichkeit von 51,1% gefunden. 

Das Protein GANAB wurde aufgrund dieses Befundes ausgeschlossen. Nach genauer 

Analyse der Eigenschaften der fünf vorgestellten Proteinen erschienen CDCP1 und 

ITGB2 als geeignete Kandidaten, aufgrund ihres molekularen Gewichts nahe der 94,5 

kDa und ihrer ungefähr zweifach erhöhten Abundanz in ERU, die dem Ergebnis der 

durchflusszytometrischen Analyse von JAC-bindenden O-Glykanen entspricht (siehe 

Kapitel 4.1.1). 

Proteina Gennameb Accession Nummerc Ratio Kontrolle/ERUd Molekulares Gewichte 

CUB Domain 

Containing Protein 

1 

CDCP1 ENSECAP00000022716 2,2 93,0 

Integrin, Beta 2 ITGB2 ENSECAP00000021220 1,9 94,8 

Adhesion G Protein-

Coupled Receptor E5 
ADGRE5 ENSECAP00000008739 1,4 93,1 

Oxysterol Binding 

Protein-Like 8 
OSBPL8 ENSECAP00000013659 1,1 95,6 

Glucosidase, alpha GANAB ENSECAP00000012762 1,1 96,3 

Tabelle 4.2 Ausgewählte Proteine nach der Festlegung ausgewählter Kriterien. Proteine 

von Kontroll- und ERU-Neutrophilen, die in allen Proben (6 von 6) zuvor veröffentlichter 

Proteomdaten identifiziert wurden, gefiltert nach einem Molekulargewicht zwischen 90 und 100 

kDa und höherer Abundanz (≥ 1,1) in ERU im Vergleich zu Kontrollen. Alle aufgeführten 

Proteine befinden sich auf der Zelloberfläche. Geeignete Kandidaten sind fett markiert. (a) 

Name des Proteins. (b) Name des entsprechenden Gens. (c) Protein-Zugangsnummer gemäß 

der Ensembl-Pferdedatenbank (Version 75, www.ensembl.org). (d) Verhältnis der 

Unterschiede in der Proteinabundanz bei ERU-Fällen im Vergleich zu Kontrollen. (e) 

Molekulargewicht der aufgeführten Proteine gemäß der Uniprot-Datenbank 

(https://www.uniprot.org, aufgerufen am: 01.09.2025).  
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4.5.3 Immunzytologischer Nachweis des ITGB2 (CD18) und Kolokalisation 

von JAC 

Immunzytologisch wurde nachgewiesen, dass ITGB2 sowohl auf Neutrophilen 

gesunder (Abbildung 4.12 C) als auch denen, von an ERU erkrankten Pferden 

vorhanden ist (Abbildung 4.12 G). Auf den Neutrophilen der an ERU erkrankten Pferde 

waren JAC als auch ITGB2 auf der Oberfläche der Zellen höher abundant (Abbildung 

4.12 F, G). In der Überlagerung der Fluoreszenzfärbungen von JAC und ITGB2 konnte 

eine Kolokalisation gezeigt werden (Abbildung 4.12 H). 

 

Abbildung 4.12 JAC- und ITGB2-Bindung auf der Oberfläche von Neutrophilen aus 

gesunden und an ERU erkrankten Pferden. Die Immunzytochemie zeigt die Bindung von 

JAC (grün) und ITGB2 (rot) als Hinweis auf die O-Glykosylierung von ITGB2 auf der 

Oberfläche von Neutrophilen aus gesunden (A–D) und an ERU erkrankten Pferden (E–H). (A, 

E) DIC-Bild, (B, F) JAC-Bindung (grün), (C, G) ITGB2-Bindung (rot), (D, H). Überlagerung der 

JAC- und ITGB2-Bindung zeigt Kolokalisierung (gelb). JAC und ITGB2 zeigen eine erhöhte 

Bindung an Neutrophile aus an ERU erkrankten Pferden (D-F) im Vergleich zu Kontrollen (A-

C). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefärbt. 
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5 DISKUSSION 

Die ERU ist tiermedizinisch hochrelevant, da diese weltweit auftretende autoimmun-

mediierte Erkrankung einer der häufigsten Ursachen der Erblindung beim Pferd ist 

(GILGER et al., 2022). Obwohl die ERU als T-zell-vermittelte Krankheit gilt, konnte in 

vielen Untersuchungen auch die Beteiligung von Neutrophilen nachgewiesen werden 

(DEEG et al., 2001; FINGERHUT et al., 2019; DEGROOTE und DEEG, 2020; 

WEIGAND et al., 2021; FINGERHUT et al., 2022; HOFFMANN et al., 2022). 

Neutrophile Granulozyten sind Zellen der schnell reagierenden, angeborenen 

Immunantwort und damit die ersten Effektorzellen, die bei einer Entzündungsreaktion 

ins Gewebe migrieren (KOLACZKOWSKA und KUBES, 2013; LEBLANC et al., 2024). 

In der ERU ist der Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke ein ausschlaggebendes 

Ereignis, das den Influx von Immunzellen, wie autoreaktiven T-Zellen und Neutrophilen 

ermöglicht (DEEG et al., 2007b; UHL et al., 2014; DEGROOTE und DEEG, 2020). Wie 

genau es zum Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke kommt und ob dies bei der 

ERU ein initial auftretender Prozess ist, der anschließend die Migration peripherer 

Immunzellen in das Auge erleichtert, oder als sekundärer Effekt infolge der 

Rekrutierung von autoreaktiven Leukozyten aus der Peripherie entsteht, ist dabei nicht 

vollständig geklärt (DEGROOTE und DEEG, 2020). Allerdings wird vermutet, dass 

auch hierbei Neutrophile durch die Bildung von cytotoxischen NETs beteiligt sein 

könnten (FINGERHUT et al., 2022). Des Weiteren wurde in einer Reihe von 

Proteomanalysen festgestellt, dass Neutrophile aus an ERU erkrankten Pferden ein 

verändertes Proteom aufweisen und sich zudem in einem präaktivierten Zustand 

gegenüber den Zellen aus gesunden Pferden befinden (WEIGAND et al., 2021; 

HOFFMANN et al., 2022; DEGROOTE et al., 2023). Veränderungen des Proteoms 

und der Glykosylierung von neutrophilen Proteinen sind eng miteinander verbunden, 

da die Glykosylierung von Proteinen nicht nur die häufigste Form der PTM ist, sondern 

auch deren Funktion maßgeblich beeinflusst (SCHJOLDAGER et al., 2020; HE et al., 

2024). Besonders interessant ist dabei die Oberflächenglykosylierung, da sie an vielen 

biologischen Prozessen wie der Zelladhäsion oder der Signaltransduktion beteiligt ist 

(HE et al., 2024) (siehe Kapitel 2.2.2). Zu momentanen Zeitpunkt ist die 

Oberflächenglykosylierung von equinen Neutrophilen nur unzureichend erforscht 

(Stand der PubMed-Recherche: 09.09.2025). Daher war es das erste Ziel dieser Arbeit 

die Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen aus gesunden und an ERU 
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erkrankten Pferden näher zu charakterisieren, um einen Überblick über die 

Glykanlandschaft auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen zu gewinnen und 

mögliche krankheitsspezifische Veränderungen der Glykosylierung korrekt einordnen 

zu können.  

Neutrophile sind wichtige Zellen des angeborenen Immunsystems mit einer Vielzahl 

von Effektorfunktionen und sind damit an vielen Autoimmunkrankheiten beteiligt 

(UGONOTTI et al., 2021). Der Aktivierungsstatus der Neutrophilen kann sich in der 

Proteinstruktur der Zelloberfläche widerspiegeln und kann durch Veränderungen der 

Häufigkeit bestimmter Proteine sowie durch PTM von Oberflächenproteinen dargestellt 

werden (HE et al., 2024). Eine der entscheidenden PTM während der Zellaktivierung 

ist die Glykosylierung, die die Immunantwort durch ihren Einfluss auf Zell-Zell-

Interaktionen wie die Antigenpräsentation und die Modifikation der Signaltransduktion 

beeinflussen kann (VAN KOOYK und RABINOVICH, 2008; WOLFERT und BOONS, 

2013). Die Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen wurde bereits für bestimmte 

Proteine (YAGO et al., 2010), für einzelne Glykane (VENKATAKRISHNAN et al., 2020) 

oder im Zusammenhang mit bestimmten Krankheiten beschrieben (UGONOTTI et al., 

2021). Beispielsweise ist für menschliche Neutrophile ausführlich beschrieben, dass 

der Toll-like-Rezeptor 4, welcher zu einer der wichtigsten Zellrezeptorfamilien des 

angeborenen Immunsystems gehört, mehrere N-Glykosylierungsstellen aufweist (DA 

SILVA CORREIA und ULEVITCH, 2002; OHNISHI et al., 2003). Beim Menschen 

konnte zudem das Glykom isolierter Neutrophilen und deren verschiedener Organellen 

beschrieben werden (VENKATAKRISHNAN et al., 2020; KAWAHARA et al., 2023). 

Intrazytoplasmatisch in Neutrophilen vorkommende Granula und Vesikel enthalten 

eine große Menge stark glykosylierter Proteine. Sobald Neutrophile aktiviert sind, wie 

dies auch in der ERU gezeigt wurde (WEIGAND et al., 2021; HOFFMANN et al., 2022), 

können sie diese intrazellulär gespeicherten Glykoproteine auf der Zelloberfläche 

exprimieren, um ihre Immunantwort zu modulieren. Bemerkenswert ist, dass die 

Proteinbiosynthese in Neutrophilen gering ist, was bedeutet, dass der Großteil der 

Glykoproteine von Neutrophilen bereits in der Zelle vorhanden ist und im Verlauf der 

Aktivierung an die Zelloberfläche verlagert werden (HUGHES et al., 1987). Die 

Erforschung der Glykosylierung der Neutrophilenoberfläche, unabhängig von 

spezifischen Proteinen, Glykanresten oder Krankheiten, ist bislang unzureichend 

erforscht, insbesondere in Großtiermodellen (Stand der PubMed-Recherche: 
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21.09.2025). Daher wurde in der hier vorliegenden Studie die Zelloberfläche von 

Neutrophilen von Pferden auf das Vorhandensein einer Vielzahl verschiedener 

Glykane untersucht, um eine erste umfassende Beschreibung des 

Oberflächenglykoms für Neutrophile von Pferden zu generieren. Angesichts der 

Tatsache, dass Säugetiere eine immense Vielfalt an Oberflächenglykanen exprimieren 

(SCHJOLDAGER et al., 2020), liefert diese Studie einen wertvollen ersten Überblick 

über das Glykom der Neutrophilenoberfläche von Pferden, basierend auf den 

Bindungsspezifitäten der 35 genutzten Pflanzenlektine, und unterstreicht dabei die 

Heterogenität der Oberflächenglykosylierung auf diesen Zellen. Diese wichtigen 

Aspekte des Glykanprofils der Neutrophilenoberfläche in ihrem „gesunden” Zustand 

wurden beim Pferd bisher noch nicht beschrieben und ist als Grundlage für 

weiterführende Untersuchungen zur Zusammensetzung der an der Oberfläche 

exponierten Glykananteile auf Neutrophilen nützlich. Im Zuge dessen können alle 

Oberflächenglykane, die in Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden nicht signifikant unterschiedlich vorkommen, zusammengefasst werden und 

als Beschreibung der grundsätzlichen Oberflächenglykosylierung von equinen 

Neutrophilen angesehen werden.   

Dabei konnten erstmals Core 1, 2 und 3 O-Glykane (PNA, JAC, ACL, ABL) sowie α2,3-

sialylierte O-Glykane (MAL-2) auf equinen Neutrophilen nachgewiesen werden und 

dienen damit der näheren Charakterisierung des O-Glykans dieser Zellen (Tabelle 4.1; 

Abbildung 4.1). Neben diesen O-Glykanstrukturen konnten auch bisektierte GlcNAc-

Strukturen detektiert werden. Darunter versteht man N-Glykane, bei denen an die 

zentrale Mannose über eine β1,4-Bindung ein GlcNac gebunden ist (BOJAR et al., 

2022). Diese Strukturen wurde vom Pflanzenlektin PHA-E detektiert, das eine 

verstärkte Affinität zu Typ 2 LacNAc-Strukturen in einem bisektierten GlcNAc zeigt und 

damit auf das Vorliegen von LacNAc-Strukturen im equinen Neutrophilenglykom 

hinweist (Tabelle 4.1; Abbildung 4.2). Als Typ 2 LacNAc bezeichnet man dabei 

Galβ1,4GlcNAc-Strukturen, wohingegen Typ 1 LacNAc eine β1,3-Bindung aufweisen 

(FISCHODER et al., 2017). Darüber hinaus wurden an dem terminalen Ende der 

Glykanstrukturen auf der Oberfläche von Neutrophilen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde sowohl α- als auch β-gebundene Galaktosen beziehungsweise 

GalNAc-Strukturen detektiert (ABL, BPL, DSL, ECL, GSL I, GSL-I-B4, LEL, PHA-E, 

PHA-L, RCA, S-WGA, WFA, WGA) (Tabelle 4.2; Abbildung 4.2; Abbildung 4.5; 



DISKUSSION 

90 

 

Abbildung 4.6; Abbildung 4.7). Da eine terminale Typ 2 LacNAc-Struktur ebenfalls mit 

einer β-Galaktose endet und ebenfalls durch die Bindung von Pflanzenlektinen (ECL) 

nachgewiesen wurde, wurde gezeigt, dass diese Struktur auch als terminale 

Verbindung auf den equinen Neutrophilen vorkommt (Tabelle 4.1, Abbildung 4.5). 

Zudem wiesen viele der eingesetzten Pflanzenlektine, mit denen Glykanstrukturen auf 

den equinen Neutrophilen nachgewiesen wurden, eine Präferenz für LacNAc-

Strukturen auf, die häufig terminal entweder ein LacNAc-Motiv, mehrere LacNAc-

Wiederholungen oder unterschiedliche weitere Strukturen wie β-Galaktose, α1,2-

gebundene Fukose oder GlcNAc terminal an der LacNAc-Struktur tolerierten (AAL, 

ABL, DSL, LEL, PHA-E, WFA) (Tabelle 4.1; Abbildung 4.2; Abbildung 4.3; Abbildung 

4.5; Abbildung 4.6). Im Einklang damit konnten ebenfalls α2,6-sialylierte LacNAc-

Strukturen auf den equinen Neutrophilen nachgewiesen werden (SNA) (Tabelle 4.1; 

Abbildung 4.7). Des Weiteren wurden α1,3- und α1,6-Mannosylstrukturen sowie 

weitere terminale α-Mannosylstrukturen auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

detektiert (Abbildung 4.3). Interessant ist dabei, dass terminale α-Mannosylstrukturen 

in einer Trisaccharidstruktur, die eigentlich vom Pflanzenlektin HHL gebunden werden 

sollten, mithilfe dieses Lektins kaum auf der equinen Neutrophilenoberfläche 

nachgewiesen werden konnte (Tabelle 4.1; Abbildung 4.3), während α1,3- und α1,6-

Mannosystrukturen (GNL, NPL) in höherer Abundanz dazu festgestellt wurden 

(Tabelle 4.1; Abbildung 4.3).  

Viele dieser O- und N-Glykanstrukturen, sowie Mannosylstrukturen wurden ebenfalls 

bei humanen Neutrophilen durch die massenspektometrischen Untersuchung einer 

Fraktion, die sekretorischen Vesikel und der Plasmamembrananteile umfasst, 

nachgewiesen (VENKATAKRISHNAN et al., 2020). In den sekretorischen Vesikeln ist 

ein großer Teil der Membranproteine enthalten, die nach Stimulation der Neutrophilen 

zügig auf die Zelloberfläche verlagert werden (COWLAND und BORREGAARD, 2016). 

Damit gibt der Inhalt der sekretorischen Vesikel darüber einen Einblick, wie sich die 

Oberflächenglykosylierung bei Aktivierung der Neutrophilen zum Beispiel bei einer 

Entzündungsreaktion verändern könnte. Detaillierter betrachtet wurden auch auf 

humanen Neutrophilen Core 1 und Core 2 O-Glykanstrukturen, sowie Sialinsäure in 

α2,3-Bindung an ein O-Glykan in dieser Fraktion der humanen Neutrophilen detektiert 

(VENKATAKRISHNAN et al., 2020). Darüber hinaus sind in dieser Fraktion, die aus 

humanen Neutrophilen isoliert wurde, vor allem die verzweigten N-Glykane mit 
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mehreren LacNAc-Wiederholungen abundant (VENKATAKRISHNAN et al., 2020). 

Ebenso konnten Pauci- und Oligomannose-Glykane, die terminal eine α1,2-, α1,3- und 

α1,6-gebundene Mannose tragen, in der Fraktion der Plasmamembran und den 

sekretorischen Vesikeln gefunden werden (VENKATAKRISHNAN et al., 2020) und 

damit Strukturen, die auch auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

nachgewiesen wurden. Unter Paucimannosylierung  versteht man dabei das Vorliegen 

vergleichsweise kurzer N-Glykane, die aus zwei β-verknüpften GlcNAc mit einer 

Verlängerung von bis zu drei Mannoseresten und einer Core Fukose bestehen 

(WUHRER, 2019). Im Vergleich zu den humanen Neutrophilen, konnte somit 

festgestellt werden, dass hierbei durchaus einige Gemeinsamkeiten in der 

Oberflächenglykosylierung zu finden sind. Es sollte jedoch nicht außer Acht gelassen 

werden, dass in der Analyse des humanen Glykoms eine Fraktion aus der 

Plasmamembran und den sekretorischen Vesikeln untersucht wurde, während auf den 

equinen Neutrophilen nur die Oberflächenglykane untersucht wurden. 

Des Weiteren legen diese Befunde nahe, dass viele der Glykanstrukturen, die auf der 

Neutrophilenoberfläche von gesunden und an ERU erkrankten Pferden detektiert 

wurden, Strukturen entsprechen, die auch von körpereigenen Lektinen erkannt werden 

könnten. Diese körpereigenen Glykan-bindende Lektine werden in drei Klassen 

eingeteilt, die jeweils unterschiedliche Bindungsspezifitäten haben: Galektine, C-Typ 

Lektine und Sialinsäure-bindende Immunglobulin-ähnliche Lektine (Siglecs) (PINHO 

et al., 2023). Die Galektine binden spezifisch an Glykanstrukturen, die LacNAc 

enthalten und ebenso an Core 2 O-Glykane (PINHO et al., 2023). Beide 

Glykanstrukturen konnten auch auf equinen Neutrophilen nachgewiesen werden und 

bieten damit ein Bindungspartner für Galektine auf der Oberfläche der Zellen (Tabelle 

4.1). Im adaptiven wie im angeborenen Immunsystem haben Galektine eine 

immunmodulierende Funktion, die vor allem in autoimmunen Erkrankungen deutlich 

geworden ist (RABINOVICH und TOSCANO, 2009). Beispielsweise wurde Galektin-3 

in einem murinen EAU-Modell aufgrund seiner signifikant erhöhten Abundanz auf der 

Retina von EAU-Mäusen und der damit verbunden Aktivierung eines TLR4-

abhängigen Stoffwechselweg eine proinflamatorische Funktion in der EAU 

zugesprochen (LIU et al., 2022). Das klinische und histologische Bild der EAU war 

zudem deutlich verbessert bei EAU-Mäusen, die mit einer intravitreale Injektion von 

TD139, einem Galektin-3 Inhibitor, behandelt wurden (LIU et al., 2022). Im Gegensatz 
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dazu hatte eine Behandlung von EAU-Mäusen mit Galektin-8 eine 

antiinflammatorische Wirkung (SAMPSON et al., 2015). Die Behandlung mit Galektin-

8 erhöhte dabei die Expression von regulatorischen T-Zellen, die unter anderem 

immunosuppressive Zytokine produzieren (SAMPSON et al., 2015). Dies verdeutlicht 

die Bedeutung von Galektinen in der Regulation von immunologischen Prozessen. 

Inwiefern die auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen detektierten Poly-LacNAc-

Strukturen allerdings wirklich Bindungsstellen für Galektine entsprechen, kann nicht 

abschließend geklärt werden und sollte weiterführend untersucht werden. Allerdings 

konnte an equinen mesenchymalen Stromazellen gezeigt werden, dass equines 

Galektin 1 und 3 durch eine Inhibierung mit β-Laktose in ihrer Bindung gehemmt 

werden können, was im Folgeschluss sehr hinweisend darauf ist, dass equines 

Galektin 1 und 3 an Laktose-haltige Strukturen und wie beispielsweise Poly-LacNAc-

Strukturen binden (REESINK et al., 2017). C-Typ Lektine binden vorwiegend an 

Mannose-haltige Strukturen, jedoch konnte bei humanen Makrophagen nachgewiesen 

werden, dass Makrophagen Galaktose-Typ Lektine, eine Untergruppe der C-Typ 

Lektine, auch an terminale α- und β-GalNAc binden (VAN VLIET et al., 2008), die wie 

auch terminale α-Mannosestrukturen auf equinen Neutrophilen detektiert wurden und 

somit mögliche Liganden für C-Typ Lektine beim Pferd darstellen könnten. Mannose-

bindende Lektine gehören als Opsonine zum angeborenen Immunsystem und konnten 

auch zudem beim Pferd identifiziert werden (PODOLSKY et al., 2006). Klinisch 

erkrankte Tiere zeigten dabei deutlich geringere MBL-Konzentrationen im Serum, was 

mit einer verringerten MBL-abhängigen Komplementaktivierung assoziiert war 

(PODOLSKY et al., 2006).  

Siglecs sind Sialinsäure bindende Lektine, die unter anderem α2-3- und α2-6-

sialylierten Strukturen binden können (GONZALEZ-GIL und SCHNAAR, 2021), welche 

in unseren Experimenten auf equinen Neutrophilen über die Bindung der 

Pflanzenlektine MAL-2 und SNA nachgewiesen wurden (siehe Kapitel 4.1.1 und 4.1.7). 

Siglecs sind auf Immunzellen zu finden und ermöglichen es der Zelle körpereigene von 

körperfremden Epitopen zu unterscheiden und können so die Immunzellfunktion durch 

Siglec-abhängige Interaktionen regulieren (MACAULEY et al., 2014).  

Auf der Oberfläche der Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

konnten α-Fukosestrukturen (AAL) insbesondere Core Fukosestrukturen (LCA, PSA) 

identifiziert werden (Tabelle 4.1; Abbildung 4.4). Davon ausgenommen waren 
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Strukturen, die α1,3-Fukosestrukturen (LTL) enthalten. Diese Strukturen konnten nicht 

auf der equinen Neutrophilenoberfläche identifiziert werden (Tabelle 4.1; Abbildung 

4.4.). Core Fukosylierungen sind eine Art der N-Glykosylierungen, die im Menschen 

durch die Fukosyltransferase 8 katalysiert wird, wobei Fukose über eine α1,6-Bindung 

an ein N-Glykan gebunden wurde (SUN et al., 2022). Es konnten allerdings keine 

signifikanten Unterschiede in der Core Fukosylierung auf equinen Neutrophilen aus 

gesunden verglichen mit an ERU erkrankten Pferden festgestellt werden (Tabelle 4.1; 

Abbildung 4.4). In humanen Neutrophilen ist eine Core Fukosylierung ebenfalls in einer 

Fraktion von sekretorischen Vesikeln und der Plasmamembran nachgewiesen worden 

und damit vermutlich auch auf der humanen Neutrophilenoberfläche vertreten 

(VENKATAKRISHNAN et al., 2020; KAWAHARA et al., 2023). Bislang konnte 

allerdings nur ein Nachweis erbracht werden, dass eine aberrante Core Fukosylierung 

auf der Oberfläche von Lymphozyten an der Pathogenese von 

Autoimmunerkrankungen beteiligt sind, für Neutrophile liegen entsprechende 

Untersuchungen bisher nicht vor (Stand der PubMed-Recherche: 10.09.2025). 

Allerdings zeigten sich bei anderen autoimmun-mediierten humanen Erkrankungen in 

T-, B- und NK-Zellen spezifische Unterschiede in der Abundanz von Core 

Fukosylierungen auf der Zelloberfläche (MOREL et al., 2022; SZABO et al., 2024). 

Beispielsweise exprimieren aktivierte T-Zellen von Patienten mit SLE eine signifikant 

erhöhte Core Fukosylierung auf ihrer Zelloberfläche, während in einer anderen Studie 

eine signifikant geringere Abundanz der Core Fukosylierung auf B-Zellen von SLE-

Patienten nachgewiesen wurde (MOREL et al., 2022), was darauf hindeutet, dass 

bestimmte Glykanveränderungen spezifisch vom untersuchten Zelltyp und der 

Erkrankung abhängen (SZABO et al., 2024).  

Im Gegensatz zu den bereits auf der Oberfläche von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden festgestellen Glykanstrukturen, gab es auch einige Strukturen, die über die 

Bindung von spezifischen Pflanzenlektienn nicht nachgewiesen werden konnten. Dazu 

zählten interne Typ 2 LacNAc-Strukturen in linear angeordneten Glykanen, sowie 

Chitin-Oligomere (STL) (Tabelle 4.1; Abbildung 4.5). Außerdem wurden über diesen 

Ansatz auch keine α1,3-gebundene Fukose-Oligosaccharidstrukturen nachgewiesen 

(LTL) (Tabelle 4.1; Abbildung 4.4), wie auch Kohlenhydratstrukturen, die α1,3-

gebundene Galaktose oder β1,4-gebundene Galaktose and α1,2-gebundene Fukose 

enthalten (PTL) (Tabelle 4.1; Abbildung 4.4). Diese Strukturen wurden beispielsweise 
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auf humanen Erythrozyten als Blutgruppenantigen detektiert (HOSOI, 2008). Des 

Weiteren befinden sich auf equine Neutrophilen auch keine terminale GalNac-α1,3-

GalNac-Strukturen, die auch als Forssmann-Antigen bezeichnet werden (DBA) 

(Tabelle 4.1; Abbildung 4.6). 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die meisten Glykananteile, die auf 

der Oberfläche von Neutrophilen gesunder Pferde nachgewiesen wurden, in 

Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden ähnlich häufig vorhanden waren und 

dass einige der in dieser Studie verwendeten Pflanzenlektine, darunter HHL, LTL, 

PSA, PTL, UEA-1, SJA, STL, DBA, SBA, VVA und GSL II wie DBA, eine schwache, 

bis keine Bindung an Glykane auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

demonstrierten (Tabelle 4.1; Abbildung 4.3; Abbildung 4.4; Abbildung 4.5; Abbildung 

4.6; Abbildung 4.7). Dies deutet darauf hin, dass diese Oberflächenglykane 

möglicherweise nicht Teil des Glykoms auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

sind oder nicht für die Lektinbindung zur Verfügung stehen. Um festzustellen, ob dies 

tatsächlich auf das Fehlen dieser Glykosylierungen zurückzuführen ist, oder ob diese 

Glykane eventuell in einer schlecht zugänglichen Form vorliegen, was eine Bindung 

des Pflanzenlektins beschränken oder sogar verhindern könnte (VARKI, 2017), 

können weitere Analysen unter verschiedenen Versuchsbedingungen durchgeführt 

werden, die bestimmen, wie die Glykanbindungsstellen präsentiert werden (ANDRE et 

al., 2016).  

Die Verwendung von Pflanzenlektinen zur Charakterisierung von 

Oberflächenglykosylierungen ist eine einfache, schnelle Variante der Identifizierung 

von Glykanen. Dennoch hat diese Methodik Limitationen: Das benutzte Repertoire von 

35 Pflanzenlektinen deckte zwar ein weites Feld von Glykanen ab, die auf der equinen 

Neutrophilenoberfläche vorkommen, allerdings ist es teilweise schwierig eine genaue 

Aussage über eine gesamte Glykanstruktur zu treffen, da oft nur terminale Anteile 

dieser Strukturen von Pflanzenlektinen gebunden werden können (BOJAR et al., 

2022). Dies kann dazu führen, dass Glykane nicht erkannt werden, wenn ihre 

terminalen Anteile nicht für eine Bindung zur Verfügung stehen, obwohl sie eigentlich 

auf der Zelloberfläche präsent wären. Außerdem konnten Strukturen, die keiner der 

Spezifitäten der ausgewählten Pflanzenlektine entsprachen, nicht ermittelt werden. Mit 

der Charakterisierung der equinen Neutrophilenoberfläche durch Pflanzenlektine 

konnte dennoch ein solides Grundlagenwissen geschaffen werden, das nun durch 
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weitere, präzisere Verfahren wie der massenspektrometrischen Analyse der 

Oberflächenglykosylierung auf equinen Neutrophilen ergänzt werden kann. 

Da die Glykosylierung von Oberflächenproteinen die Effektorfunktionen der 

Neutrophilen stark beeinflusst (UGONOTTI et al., 2021), war es ein weiteres Ziel dieser 

Studie, mögliche Veränderungen der Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen von 

an ERU erkrankten Pferden zu finden. Die ERU ist eine schwerwiegende 

Augenerkrankung beim Pferd, die durch wiederkehrende Entzündungsschübe der 

Uvea gekennzeichnet ist und final zur Erblindung führen kann (GILGER et al., 1999). 

Da die genaue Ätiologie der ERU noch nicht geklärt ist (SOTH et al., 2024), werden in 

der Forschung weiterhin potenzielle Auslöser und treibende Faktoren der 

pathophysiologischen Vorgänge gesucht. Zudem ist die Detektion funktioneller 

Veränderungen der Effektorzellen, zum Beispiel auf Basis von Abweichungen im 

Proteom oder der Oberflächenglykosylierung, bei der ERU von besonderem Interesse, 

da diese Zellen aus dem peripheren Blut leicht verfügbar sind und somit zur 

Identifizierung krankheitsvorhersagender Biomarker oder auch als Ansätze für neue 

Therapiemöglichkeiten genutzt werden könnten. Zwar ist die ERU als T-zell-vermittelte 

Erkrankung beschrieben, die intraokulär vorwiegend eine CD4+ T-Zellinfiltration zeigt 

(GILGER et al., 1999; DEEG et al., 2002a), jedoch konnten bei der spontan 

auftretenden ERU sowie bei der durch IRBP-induzierten Uveitis beim Pferd auch reine 

Neutrophileninfiltrate, in teilweise sehr frühen Stadien der Erkrankung gezeigt werden 

(DEEG et al., 2001; DEEG et al., 2002b). Darüber hinaus zeigten zirkulierende 

Neutrophile bei ERU auch zwischen den Uveitisschüben einen aktivierten Phänotyp 

(WEIGAND et al., 2021; DEGROOTE et al., 2023) und neigten zur Freisetzung von 

NETs, die nachweislich mit dem Schweregrad der Erkrankung in Verbindung stehen 

(FINGERHUT et al., 2019; FINGERHUT et al., 2022), was folglich auf eine aktive 

Beteiligung der Neutrophilen an der Pathogenese der ERU hinweist.  

Neben ihrer Bedeutung für die Tiermedizin ist die ERU ein Modell für die AU des 

Menschens, da es viele Ähnlichkeiten in der Klinik, der Pathophysiologie und des 

Immunsystems von Menschen und Pferd gibt (DEEG et al., 2007a; DEEG et al., 2008; 

HOROHOV, 2015; MALALANA et al., 2015). Da Pferde wie Menschen ein granulozytär 

geprägtes Blutbild haben (FINGERHUT et al., 2022; AWASTHI und SARODE, 2024), 

sind Pferde sehr wertvoll für Untersuchungen der initialen, krankheitsauslösenden 

Ereignisse, die möglicherweise von Neutrophilen vermittelt werden. Im Gegensatz zu 
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den vorwiegend genutzten Nagermodellen, die ein weniger mit dem Menschen 

vergleichbares Immunsystem haben (ZSCHALER et al., 2014), ermöglicht die 

Ähnlichkeit des humanen und equinen Immunsystems eine bessere Übertragbarkeit 

von Erkenntnissen auf die Pathomechanismen der humanen Erkrankung. Obwohl die 

AU als T-zell-vermittelt gilt, wird die aktive Beteiligung von Neutrophilen an der 

Pathogenese der Erkrankung immer deutlicher, da Neutrophile kürzlich eine 

regulierende Wirkung auf T-Zellen durch die Bildung von NETs zugeschrieben wurde 

(LI et al., 2025b). Diese Erkenntnisse in Pferden, Menschen und Nagermodellen 

sprechen dafür, dass Neutrophile aktiv an der Pathophysiologie der ERU und AU 

beteiligt sind (DEEG et al., 2001; FINGERHUT et al., 2019; WEIGAND et al., 2021; 

FINGERHUT et al., 2022; HOFFMANN et al., 2022; LI et al., 2025b), was die Rolle des 

angeborenen Immunsystems in diesen Krankheitsbildern nochmals betont. 

Bereits zuvor wurden Untersuchungen zur Glykosylierung im Zusammenhang mit ERU 

beschrieben, jedoch nicht bei den peripheren Effektorzellen, sondern im Zielgewebe 

der Retina. In retinalen Müller-Gliazellen, den wichtigsten Makrogliazellen der Retina, 

die eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Retinafunktion und -integrität 

spielen, konnten ebenfalls mittels Pflanzenlektinbindung (MAL-2, SNA, WGA) in 

immunhistochemischen Analysen eine verminderte Abundanz von α2,3- und α2,6-

gebundenen terminalen Sialinsäuren in der ERU nachgewiesen werden  (LORENZ et 

al., 2021). Die nachgewiesene Desialylierung der uveitischen Müllerzellen, wurde mit 

der signifikant höheren Abundanz der Neuramidase 1, einer Sialidase, in Verbindung 

gebracht (LORENZ et al., 2021). In unserer Studie wurden jene α2,3- und α2,6-

gebundenen terminalen Sialinsäuren ebenfalls auf den equinen Neutrophilen 

detektiert (MAL-2, SNA), allerdings konnten hierbei keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Neutrophilen der gesunden und an ERU erkrankten Pferden festgestellt 

werden (Tabelle 4.1; Abbildung 4.1; Abbildung 4.7). Folglich ist anzunehmen, dass 

terminale Sialinstrukturen zur grundlegenden Oberflächenglykanlandschaft der 

equinen Neutrophilen gehören, die auch im Verlauf einer ERU weitgehend unverändert 

bleiben.   

Im Gegensatz dazu sind bei unseren Untersuchungen zwei andere Glykanstrukturen 

hervorgetreten, die eine signifikante Veränderung auf Neutrophilen von an ERU 

erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren zeigten. Dies waren die 

durch die Pflanzenlektine BanLec und JAC gebundenen Glykanstrukturen (Tabelle 
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4.1, Abbildung 4.1; Abbildung 4.3). Da Neutrophile inzwischen als heterogene 

Leukozytenpopulation mit einer Vielzahl an fein abgestimmten Effektorfunktionen 

anerkannt sind (NG et al., 2019; SILVESTRE-ROIG et al., 2019; WIGERBLAD und 

KAPLAN, 2023), sind diese signifikanten Veränderungen in der 

Oberflächenglykosylierung der equinen Neutrophilen besonders im Kontext einer 

Autoimmunerkrankung wie der ERU interessant, da diese Heterogenität der Zellen 

möglicherweise durch ihre spezifische Oberflächenglykosylierung beeinflusst, 

beziehungsweise dargestellt werden könnten.  

Obwohl Neutrophilen sowohl in der ERU als auch in anderen autoimmun-mediierten 

Erkrankungen inzwischen eine aktive Rolle beigemessen wurde (DEGROOTE und 

DEEG, 2020; HERRERO-CERVERA et al., 2022), wurde eine aberrante 

Glykosylierung bisher nicht auf der Oberfläche von Neutrophilen weder in der ERU 

noch in der AU des Menschen untersucht (Stand der PubMed-Recherche: 

30.09.2025).  

Im Gegensatz zu den Neutrophilen, ist eine aberrante Glykosylierung auf Lymphozyten 

von SLE-Patienten tiefgründiger erforscht (MOREL et al., 2022; SZABO et al., 2024)  

und zeigt einen deutlichen Zusammenhang zwischen veränderten Glykosylierungen 

und der Krankheitsaktivität von SLE (SZABO et al., 2024), was eine Beteiligung der 

veränderten Glykosylierung an der Pathogenese implizierte. Dabei wurde 

beispielsweise eine erhöhte Core Fukosylierung in aktivierten T-Zellen und inaktiven 

Plasmablasten aus SLE-Patienten festgestellt, die in beiden Zellarten positiv mit dem 

SLEDAI-2K Index korrelierten (SZABO et al., 2024). Der SLEDAI-2K Index beschreibt 

dabei klinische Parameter der SLE, die erhoben werden um die Krankheitsaktivität 

standardisiert messen zu können (GLADMAN et al., 2002).  

Dies zeigt, dass die weitere Erforschung der Oberflächenglykosylierung von 

Immunzellen, ein wichtiger Schlüssel zur Aufklärung der Pathogenese von 

Autoimmunerkrankungen darstellen könnte. In der ERU konnte eine veränderte O-

Glykosylierung (JAC) sowie eine veränderte Glukosylierung und Mannosylierung 

festgestellt werden. Daher ist eine genauere Analyse von Glykosylierungen auf 

Neutrophilen im Kontext von anderen Autoimmunkrankheiten erstrebenswert, sowie 

weiterführenden Untersuchungen, die die Bedeutung von aberranten 

Glykosylierungen näher beleuchten, Neutrophile in vielen Autoimmunkrankheiten wie 

der ERU, SLE oder der RA einen aktivierten Phänotyp zeigen, der direkt mit der 
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Erkrankung assoziiert wird (UGONOTTI et al., 2021; WEIGAND et al., 2021). Das 

dargestellte Resultat der veränderten Oberflächenglykosylierung von ERU-

Neutrophilen stellen dabei einen vielversprechenden Ausgangspunkt dar. 

Dabei ist die grundsätzliche Charakterisierung der equinen Neutrophilenoberfläche 

nicht nur eine wertvolle Erkenntnis, um krankheitsassoziierte Unterschiede 

festzustellen, sondern sie ist auch von großer Bedeutung für die Funktionsweise des 

equinen Neutrophilen, da Veränderungen in der Glykosylierung auch eine 

Funktionsänderung von zellulären Proteinen anzeigen könnten (HE et al., 2024). 

Beispielsweise ließen sich durch die Analyse der N-Glykosylierung der humanen 

neutrophilen Elastase auch wichtige Befunde über die Funktion nachweisen (LOKE et 

al., 2017). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von humanen 

Neutrophilen zu einer erhöhten Paucimannosylierung der Zelloberfläche führt, die im 

gleichen Maß wie die erhöhte Abundanz der humanen neutrophilen Elastase auftrat 

(LOKE et al., 2017). Die Paucimannosylierung der humanen neutrophilen Elastase 

erleichterte dabei eine Bindung an das humane Mannose-bindende Lektin, dass ein 

immunologisch relevantes Lektin darstellt (LOKE et al., 2017). 

Während bei der ERU veränderte Glykosylierungsmuster auf den Neutrophilen 

gegenüber gesunden Pferden festgestellt wurden, wurden in anderen 

Autoimmunerkrankungen auch veränderte Glykosylierungen der löslichen Faktoren 

des Immunsystems beschrieben (HE et al., 2024). So wurden auf den IgG Antikörpern 

aus dem Serum von Patienten mit RA und dem Serum von Patienten mit multipler 

Sklerose aberrante Glykosylierungsmuster, die vor allem die N-Glykosylierungen 

betrafen, im Vergleich zu den IgGs in den Seren aus gesunden Probanden festgestellt 

(SU et al., 2020; KENNEDY et al., 2022). In den Seren von Patienten mit multipler 

Sklerose wurden außerdem signifikant erhöhte Konzentrationen von sialylierten und 

galaktosylierten IgGs im enzymgekoppelten Immunoassay detektiert   (KENNEDY et 

al., 2022). Im Gegensatz dazu wurde im Serum von Patienten mit rheumatoider 

Arthritis in einer massenspektrometrischen Untersuchung eine signifikant verringerte 

Galaktosylierung und Sialylierung, sowie eine signifikant erhöhte Fukosylierung des 

Fc-Fragments des IgGs festgestellt (SU et al., 2020). Im Vergleich mit dem Serum von 

gesunden Probanden und RA-Patienten mit niedrigem und hohem rheumatoidem 

Faktor (RF) Titer, wurde des Weiteren festgestellt, dass die RA-Patienten mit hohen 

RF ebenfalls eine signifikant verringerte Konzentration an sialylierten und 
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galaktosylierten IgGs gegenüber den gesunden Probanden und den RA-Patienten mit 

niedrigem RF haben (SU et al., 2020). RA-Patienten mit hohem RF zeigten außerdem 

eine signifikant erhöhte Konzentration an fukosylierten IgGs (SU et al., 2020). Der RF 

ist dabei ein Autoantikörper, der an das Fc-Fragment von IgGs bindet (TOGASHI et 

al., 2025). Der RF-Titer gilt dabei als Klassifikationskriterium für RA und wird auch mit 

der Schwere der Krankheit assoziiert, gilt aber nicht als spezifisch für RA (TOGASHI 

et al., 2025). Darüber hinaus konnte in Maus- und Rattenmodellen einer induzierten 

RA gezeigt werden, dass die Injektion von einer in vitro erzeugten mRNA, welche für 

Glykosyltransferasen zur Regulation der Galaktosylierung und Sialylierung kodiert, zu 

signifikant geringeren Arthritisanzeichen (Schwellung der Gelenke, verminderte 

Knochendichte, Gelenksentzündung) führte (PENG et al., 2025). Dabei wurde 

nachgewiesen, dass Glykosyltransferase-kodierende mRNA zu einer erhöhten 

Konzentration von galaktosylierten und sialylierten IgGs führten (PENG et al., 2025). 

Dieser positive antiarthritische Effekt blieb jedoch aus, wenn die Versuchstiere 

zusätzlich zur Behandlung mit mRNA den Thrombozytenaktivierungshemmer 

Clopidogrel erhalten haben (PENG et al., 2025). Insgesamt verdeutlichen diese 

Ergebnisse, dass aberrante Glykosylierungen auf IgGs wesentlich zur Pathogenese 

der RA als Modell einer autoimmunen Erkrankung beitragen und zudem mit dem 

Aktivierungszustand der Thrombozyten assoziiert werden konnten (PENG et al., 

2025). Eine Beteiligung einer aberranten Antikörperglykosylierung an der 

Pathogenese einer autoimmun-mediierten Krankheit wurde auch in der IgA 

Nephropathie gezeigt (NOVAK et al., 2024). So tragen in dieser Erkrankung aberrant 

O-glykosylierte IgA1 Antikörper durch die Bildung von Immunkomplexen mit IgG 

Autoantikörpern aktiv zur Pathogenese bei (NOVAK et al., 2024), wobei die gebildeten 

Immunkomplexe auf den Mesangialzellen abgelegt werden und dadurch zu einer 

Beschädigung der Niere führen (NOVAK et al., 2024). In einer Genomanalyse einer 

Familie mit IgA Nephropathie wurden dabei mehrere vorhergesagt disfunktionelle 

GALNT14 Genvarianten identifiziert, die eine fehlerhafte O-Glykosylierung nahe legen 

(PRAKASH et al., 2025). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die B-Zellen von 

GALNT-Knockout-Mäusen ebenfalls eine reduzierte O-Glykosylierung auf ihrer 

Oberfläche zeigen und dadurch die Remigration der B-Zellen zu sekundären 

lymphoiden Organen gestört war (PRAKASH et al., 2025). Somit konnte gezeigt 

werden, dass eine aberrante Glykosylierung auf Immunglobulinen in autoimmun-
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mediierten Erkrankungen auch auf Immunzellen präsent ist und damit für einen 

globalen Defekt in der O-Glykosylierung der Erkrankung darstellt (PELL und MENON, 

2025; PRAKASH et al., 2025). Dies könnte darauf hindeuten, dass auch die auf ERU-

Neutrophilen veränderte O-Glykosylierung, ebenso auf anderen Immunzellen oder 

Immunglobulinen zu finden ist und stellt somit einen weiteren Ansatzpunkt für 

weiterführende Untersuchungen dar. 

Auf der Oberfläche von Neutrophilen aus an ERU erkrankten Pferden wurde über die 

Bindung des Pflanzenlektins BanLec ein signifikanter Rückgang von internen α1,3- 

Mannosyl- oder Glukosyl-haltigen N-Glykanen und α1,3- oder α1,6-Glukosylstrukturen 

festgestellt (Tabelle 4.1; Abbildung 4.3; Abbildung 4.9). Da BanLec mehrere 

Spezifitäten aufweist, ist durch das Bindungsverhalten von BanLec allein nicht 

eindeutig festzustellen, ob der Rückgang der Glykosylierung auf eine einzelne oder 

mehrere dieser Spezifitäten zurückzuführen ist. Da aber einige Pflanzenlektine, die 

ebenfalls α1,3-Mannosylstrukturen binden (ConA, GNL, NPL) (Tabelle 4.1), keinen 

signifikanten Bindungsunterschied auf der Neutrophilenoberfläche von gesunden und 

an ERU erkrankten Pferden zeigten (Abbildung 4.3), ist diese Struktur als Grund für 

den signifikanten Rückgang von BanLec-gebundenen Strukturen auszuschließen. 

Dass allerdings ein deutlicher Rückgang, der von BanLec gebundenen 

Oberflächenglykanen auf Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden gezeigt 

werden konnte, weist auf eine Rolle dieser veränderten Oberflächenstrukturen 

beziehungsweise der dadurch ausgelösten Signalwege bei der Pathophysiologie der 

ERU hin. Solch eine Beobachtung wurde im Rahmen von autoimmun-mediierten 

Erkrankungen bisher nicht für Neutrophile beschrieben (Stand der PubMed-

Recherche: 21.09.2025). Weitaus besser untersucht sind die mitogenen Eigenschaften 

von BanLec auf unterschiedliche Leukozytenpopulationen verschiedener Spezies 

sowie seine antiviralen Eigenschaften bei HIV, Ebola und weiteren viralen 

Infektionskrankheiten (KRITHIKA et al., 2018; COVES-DATSON et al., 2021; 

DEGROOTE et al., 2021). Die mitogene Wirkung von BanLec kann durch den 

Austausch einer einzigen Aminosäure signifikant reduziert werden (SWANSON et al., 

2015). Dieser Austausch veränderte zudem die Bindungseigenschaften des 

Pflanzenlektins und verdeutlichte, dass die mitogene Aktivität von BanLec auf nicht-

kovalenten Wechselwirkungen zwischen zwei aromatischen Aminosäuren (engl. pi-pi 

staking) beruht (SWANSON et al., 2015). Wie sich die Bindungsspezifität von BanLec 
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nach Aminosäure-Austausch im Detail verändert hat, ist jedoch bisher nicht vollständig 

bekannt (SWANSON et al., 2015). Bezüglich seiner mitogenen Eigenschaften konnte 

weiter gezeigt werden, dass eine Stimulation von porcinen T-Zellen mit BanLec die 

Proliferation dieser Zellen den JAK-STAT-Signalweg aktivierte (DEGROOTE et al., 

2021). Ob ein vergleichbarer Effekt auch bei equinen Neutrophilen auftritt, ist bisher 

nicht erforscht (Stand der PubMed-Recherche: 01.10.2025), allerdings ist die erste 

Beschreibung von BanLec-gebundenen Glykanveränderungen auf Neutrophilen in 

einer autoimmun-mediierten Erkrankung eine gute Basis für weitere Untersuchungen.  

Im Gegensatz zu der signifikant geringeren Abundanz von internen α1,3-Glukosyl- und 

-Mannosylstrukturen und reduzierenden terminalen α1,3- und α1,6-

Glukosylstrukturen, waren Core 1 und Core 3 O-Glykane signifikant höher abundant 

auf ERU-Neutrophilen (Tabelle 4.1; Abbildung 4.1). Diese O-Glykanstrukturen wurden 

durch das Pflanzenlektin JAC auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

nachgewiesen. Welche Bedeutung und Funktion diese erhöhte O-Glykosylierung auf 

den equinen Neutrophilen hat, ist bisher allerdings nicht untersucht (Stand der 

PubMed-Recherche: 01.10.2025). Hingegen konnte in Core 1 Synthase-Knockout-

Mäusen festgestellt werden, dass Core 1 O-Glykane auf Neutrophilen wichtige E-

Selektinliganden binden, die die Anheftung und das Rollen am Endothel ermöglichten 

(YAGO et al., 2010).  Die Core 1 Synthase transferiert dabei Galaktose an ein GalNac, 

das über eine α1-Verknüpfung an ein Serin oder Threonin gebunden ist, und so das 

Core 1 O-Glykan synthetisiert (siehe Kapitel 2.2.1) (YAGO et al., 2010; CULL et al., 

2025). Durch das Fehlen der Core 1 O-Glykosylierung auf den murinen Neutrophilen 

konnte PSGL-1 nicht an E-Selektin binden und verhinderte damit das Rollen auf dem 

Endothel in vitro und in vivo (YAGO et al., 2010) (siehe Kapitel 2.1.3). Des Weiteren 

wurde in einem murinen Modell bewiesen, dass Neutrophile aus Core 1 Synthase-

Knockout-Mäusen eine signifikant verminderte Rekrutierung in entzündetes Gewebe 

zeigten und somit auch eine verminderte Migration (YAGO et al., 2010). Im 

Umkehrschluss konnte das bedeuten, dass die von uns detektierte erhöhte Core 1 O-

Glykosylierung auf equinen Neutrophilen mit einer gesteigerten Migration in das 

Zielgewebe Auge einhergehen könnte. 

Durch die Inhibition von JAC mit Galaktose, wurde zudem nochmals bestätigt, dass 

JAC spezifisch für galaktosehaltige Glykane, wie es O-Glykane sind, ist (Abbildung 

4.8). Die aberrante O-Glykosylierung auf Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden 
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ist eine neue Erkenntnis, die bisher nicht untersucht wurde. Dabei kann die gesteigerte 

Detektion von O-Glykanen auf ERU-Neutrophilen mehrere Ursachen haben: Da 

Glykosylierungen auf der Zelloberfläche vorwiegend an Proteine gebunden sind, 

könnten diese Proteine entweder mehr O-Glykosylierungen als gewöhnlich aufweisen 

oder die O-glykosylierten Proteine sind gleich stark glykosyliert, kommen jedoch an 

sich mit erhöhter Abundanz auf der Zelloberfläche vor. Unabhängig davon bleibt die 

funktionelle Bedeutung der signifikant erhöhten O-Glykosylierung auf Neutrophilen von 

an ERU erkrankten Pferden unklar und muss daher weiter untersucht werden. 

Um den Ursprung der spezifischen O-Glykosylierung, die wir über die JAC-Bindung 

identifiziert haben, weiter zu charakterisieren, wurde in weiteren Analysen auf 

Neutrophilen nach Glykoproteinen gesucht, die spezifisch JAC-bindende O-

Glykosylierungen aufweisen. Nach Anreicherung der JAC-bindenden Glykoproteine 

und Abgleich der bei 94,5 kDa detektierten (Abbildung 4.11), in ERU vermehrt 

präzipitierten Proteine mit dem Neutrophilen Proteom, wurden zwei mögliche 

Membranproteinkandidaten als Anker für die O-Glykosylierung identifiziert: CDCP1 

und ITGB2 (Tabelle 4.2). 

Obwohl diese beiden Kandidatenproteine ein vielversprechender Ausgangspunkt zur 

weiteren Erforschung von Pathomechanismen bei der ERU sein könnten, muss 

bedacht werden, dass die Identifizierung dieser Proteine auf einem indirekten Ansatz 

basiert, der durch einen Vergleich von JAC-Präzipitationsdaten und 

Proteomikanalysen durchgeführt wurde. Daher wären weiterführende Untersuchungen 

wünschenswert, die einen direkten Ansatz zur Bestätigung dieser Proteine, 

beispielsweise mittels Massenspektrometrie, ermöglichen können.   

CDCP 1 ist ein Zellmembranprotein, das auf Epithelzellen und ebenfalls auf einigen 

Tumorzellen vorkommt (ENYINDAH-ASONYE et al., 2017). Dieses Protein kann zwar 

potenziell O-glykosyliert vorliegen (STEENTOFT et al., 2013), jedoch ist dies bisher 

nicht experimentell nachgewiesen worden (Stand der PubMed-Recherche: 

14.09.2025). CDCP1 hat ein molekulares Gewicht von 93 kDa und ist somit kleiner als 

das unbekannte JAC-bindende Protein mit dem berechneten molekularen Gewicht von 

94,5 kDa (Abbildung 4.11). In der Proteomanalyse wurde CDCP1 in den ERU-

Neutrophilen 2,2-fach höher abundant detektiert als in den Neutrophilen von gesunden 

Pferden (Tabelle 4.2). Damit wurde ein ähnlicher Abundanzunterschied wie in der 

durchflusszytometrischen Analyse der JAC-Bindung ermittelt. Die Rolle von CDCP1 in 
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Neutrophilen wurde bisher allerdings noch nicht untersucht (Stand der PubMed-

Recherche: 01.10.2025). Mithilfe einer humanen Fibrosarkomzelllinie, die CDCP1 auf 

der Zelloberfläche präsentieren, wurde festgestellt, dass CDCP1 ein Ligand für CD6 

ist (ENYINDAH-ASONYE et al., 2017). CD6 ist ein Typ-I-Transmembran-Glykoprotein, 

das von T-Lymphozyten exprimiert wird und an der Pathophysiologie von 

Autoimmunerkrankungen, wie Multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis, beteiligt 

ist (ENYINDAH-ASONYE et al., 2017; GURREA-RUBIO et al., 2025). Beim Pferd 

konnte beispielsweise im Zusammenhang zu CD6 gezeigt werden, dass 

mesenchymale Stammzellen, die mit stimulierten PBMCs kultiviert wurden, eine 

signifikant höhere Abundanz von CD6 haben (REMACHA et al., 2015). Ferner konnte 

in einer vergleichenden Genomanalyse von gesunden Probanden und Patienten mit 

Morbus Behcet, einer vaskulären Autoimmunerkrankung, zu deren Leitsymptomen 

neben Ulcera und Hautläsionen auch eine Uveitis zählt, eine höhere Anfälligkeit für 

diese Erkrankung bei einem bestimmten Polymorphismus in der DNS-Sequenz von 

CD6 nachgewiesen werden (ZHENG et al., 2016). Interessanterweise wird CDCP1 

hochgradig von humanen und murinen retinalen Pigmentepithelzellen (RPE) 

exprimiert, und es wurde gezeigt, dass CDCP1 auf den RPEs von EAU-Mäusen 

signifikant erhöht ist (ZHANG et al., 2022). Die CDCP1-CD6-Interaktion erleichterte 

die Transmigration von T-Zellen durch die RPE-Monoschicht bei Mäusen, da sie die 

„Tight-junctions“ zwischen den RPEs schwächt und so die Permeabilität der äußeren 

Blut-Retina-Schranke erhöht (ZHANG et al., 2022). Dagegen wurde in Mäusen mit 

einem CDCP1-Gen-Knockout keine Beeinträchtigung der „Tight-juntions“ durch 

Induktion einer EAU gezeigt, was nochmals hervorhebt, dass CDCP1 an der 

Pathogenese der AU beteiligt sein könnte (ZHANG et al., 2022). In Anbetracht der 

Beteiligung an der induzierten EAU bei Mäusen über die CDCP1-CD6-Achse (ZHANG 

et al., 2022), steht das Vorhandensein und die erhöhte Abundanz von CDCP1 in ERU-

Neutrophilen im Einklang mit der Hypothese, dass Neutrophile bei der ERU generell 

stärker aktiviert sind (WEIGAND et al., 2021). Da CDCP1 aber auch als Marker für 

hämatopoetische Stammzellen gilt (CONZE et al., 2003), könnte das Vorkommen von 

CDCP1 auf ERU-Neutrophilen andererseits ein Hinweis auf einen unreifen Typ sein. 

Daher sind weitere Untersuchungen nötig, um die O-glykosylierung von CDCP1 und 

dessen Einfluss auf die Funktion von Neutrophilen in der ERU weiter zu spezifizieren. 

Neben CDCP1 wurde auch ITGB2 als potenzieller Ligand für JAC vorgestellt. 
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ITGB2 oder auch CD18 ist ein Protein, dessen O-Glykosylierung mittels NetOGlyc 4.0 

berechnet wurde (STEENTOFT et al., 2013). Es hat ein Molekulargewicht von 94,8 

kDa, befindet sich an der Zellmembran und wurde im Proteom der Neutrophilen mit 

einer 1,9-fach höheren Abundanz in ERU nachgewiesen (Tabelle 4.2). In 

immunzytologischen Untersuchungen konnten gezeigt werden, dass ITGB2 auf ERU-

Neutrophilen vermehrt abundant ist und mit JAC auf der Zelle ko-lokalisiert ist 

(Abbildung 4.12). Dies stützt unsere Hypothese, dass JAC an O-glykosyliertes ITGB2 

bindet und die gesteigerte Abundanz von ITGB2 auf Neutrophilen von an ERU 

erkrankten Pferden ein Grund für die von uns detektierte, vermehrt vorliegende O-

Glykosylierung sein könnte. ITGB2 gehört zur Familie der Transmembranrezeptoren, 

die aus nicht-kovalent assoziierten Heterodimeren bestehen, die aus einer α- und einer 

β-Untereinheit gebildet werden (WEN et al., 2022a). Eines dieser Heterodimere ist das 

LFA-1, dass aus CD11a und ITGB2 (CD18) besteht (PHILLIPSON und KUBES, 2011). 

Der Bindungspartner von LFA-1 ist ICAM-1, das vorwiegend auf Endothelzellen 

exprimiert wird und erstmals mit humanen T-Zellen nachgewiesen werden konnte 

(MARLIN und SPRINGER, 1987; HYUN et al., 2009). In Neutrophilen vermittelt LFA-1 

über die Bindung an ICAM-1 die feste Adhäsion an das Endothel, was eine 

Voraussetzung für die transendotheliale Migration in entzündetes Gewebe darstellt 

(WEN et al., 2022a) (siehe Kapitel 2.1.4). In der humanen Uveitis ist ICAM-1 ein 

wichtiges Zelladhäsionsmolekül für Leukozyten, um die retinale transendotheliale 

Migration zu ermöglichen (TAN et al., 2024). Aktiviert man humane RPE mit 

inflammatorischen Zytokinen, so kommt es zu einer signifikant erhöhten Expression 

von ICAM-1 (TAN et al., 2024). Dies impliziert, dass ICAM-1 im okulär 

inflammatorischen Milieu der ERU ebenfalls vermehrt auf RPE exprimiert sein könnte, 

wodurch die Bindung des ebenfalls erhöhten ITGB2 im Heterodimer LFA-1 erleichtert 

werden könnte und dadurch Neutrophilen aus der Peripherie ins Auge transmigrieren. 

Bereits in den 90ger Jahren wurde in einem murinen EAU Modell gezeigt, dass ICAM-

1 bereits 7 Tage nach Induktion der EAU im Ziliarkörper und auf der Retina und ab 

Tag 9 auch LFA-1 auf infiltrierenden inflamatorischen Zellen nachgewiesen werden 

konnte (WHITCUP et al., 1993). Diese Ergebnisse konnten nochmals reproduziert und 

zudem gezeigt werden, dass ICAM-1 auch in den Augen von nicht-EAU induzierten 

Mäusen vorhanden ist und die Expression dieses Moleküls bei Mäusen mit EAU 

deutlich angestiegen ist (DEWISPELAERE et al., 2015). Weitere Untersuchungen im 
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Maus- sowie im Rattenmodell der EAU ergaben, dass die Immunisierung mit Anti-

ICAM-1- und Anti-LFA-1-Antikörpern zu einer signifikant milderen okulären 

Entzündungsreaktion führten und diese zum Teil sogar verhindern konnten (WHITCUP 

et al., 1993; UCHIO et al., 1994). Folglich wurden ICAM-1 und LFA-1 stark mit der 

Pathogenese der EAU assoziiert (WHITCUP et al., 1993; UCHIO et al., 1994). In 

autoreaktiven T-Zellen in der EAU spielt LFA-1 eine wichtige Rolle als stimulierender 

Faktor, außerdem konnte gezeigt werden, dass LFA-1 an der Infiltration von T-Zellen 

in das Auge beteiligt ist (KE et al., 2007). Folglich ist anzunehmen, dass das höher 

abundante ITGB2 als Teil des LFA-1-Homodimers auch bei der Transmigration der 

Neutrophilen in der ERU eine zentrale Rolle einnehmen könnte. An myeloischen 

Supressorzellen von tumortragenden Mäusen wurde gezeigt, dass die 

tumorinfilrierenden Zellen eine aberrante Glykosylierung aufweisen (BLIDNER et al., 

2025) und dabei eine hochgradig bessere Bindung an Gal-1, sowie ein erhöhtes 

Aufkommen von β1,6-verzweigten komplexen N-Glykanen und poly-LacNAc-

Strukturen und ein vermindertes Aufkommen von nichtsialylierten Core 1 O-Glykanen 

im Vergleich zu den myeloiden Supressorzellen aus tumornahen Lymphknoten und 

der Milz zeigten (BLIDNER et al., 2025). Des Weiteren zeigte sich auf diesen Zellen 

eine Kolokalisation von Gal-1 mit ITGB2, was auf eine Glykosylierung von ITBG2 

hindeutet (BLIDNER et al., 2025). Die verstärkte Interaktion von Gal-1 mit den 

Glykanstrukturen auf den tumorinfiltrierenden myeloischen Supressorzellen könnte in 

diesem Kontext immunsuppressive und proangiogenetische Effekte anregen, die 

insgesamt eine Immunevasion des Tumors erlaubte (BLIDNER et al., 2025). Aufgrund 

dieser Erkenntnisse könnte die erhöhte O-Glykosylierung des ITGB2 auf ERU-

Neutrophilen daher auf eine krankheitsspezifische Funktionsänderung des 

Glykoproteins hindeuten, jedoch sind hier weitere Untersuchungen nötig, da die 

Interaktion von Gal-1 und ITGB2 bisher beim Pferd kaum erforscht ist (Stand der 

PubMed-Recherche: 02.10.2025). 

Darüber hinaus könnte die aberrante O-Glykosylierung des ITGB2 auch die Funktion 

des LFA-1-Komplexes beeinflussen und dadurch die Zelladhäsion durch die Bindung 

an ICAM-1 beeinflussen. ICAM-1 wurde als Bindungspartner von LFA-1 auch in 

Müllergliazellen von EAU-Mäusen höher abundant nachgewiesen (QUINN et al., 

2024). Ferner wurde beim Pferd im Zuge einer Proteomanalyse eine höhere Abundanz 

von ICAM-1 auf uveitischen Müllerzellen im Vergleich zu Müllerzellen aus gesunden 
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Pferden gezeigt (FLEISCHER et al., 2025). Daher wäre es sinnvoll in weiteren 

Experimenten, die Auswirkung der aberranten O-Glykosylierung von ITGB2 auf den 

LFA-1-Komplex der Neutrophilen und damit auch die verbundene Interaktion von LFA-

1 und ICAM-1 auf den an der Blut-Retina-Schranke beteiligten Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden zu untersuchen.  

Damit das LFA-1 überhaupt eine Bindung mit ICAM-1 eingehen kann, muss das LFA-

1 zunächst aktiviert werden (LEFORT und LEY, 2012). Die Aktivierung erfolgt im 

Menschen über Signale von Chemokinrezeptoren oder die Bindung von Selektinen an 

PSGL-1 (KUWANO et al., 2010; LEFORT und LEY, 2012). Daraufhin lagert sich Talin 

1 an das kurze zytoplasmatische Ende des ITGB2 in Leukozyten an (LEFORT und 

LEY, 2012; WEN et al., 2022a), wodurch LFA-1 eine Konformationsänderung 

durchläuft, die auch als LFA-1-Extension bezeichnet wird und LFA-1 hoch affin für die 

Bindung an den Liganden ICAM-1 macht (LEFORT und LEY, 2012; LEFORT et al., 

2012). Dieser Vorgang wird auch neutrophiles „inside-out signaling“ genannt, dass aus 

der Aktivierung und der Anlagerung von mehreren Integrinen an der Plasmamembran, 

was auch „clustering“ genannt wird, besteht (LEFORT und LEY, 2012; CHANGEDE 

und SHEETZ, 2017). Dabei ist Talin 1 allerdings nur an der Aktivierung während des 

„inside-out signalings“ beteiligt und nicht am „clustering“, welches die 

Gesamtbindungsstärke des LFA-1 an ICAM-1 nochmals erhöhen konnte (WU et al., 

2025a). Darüber hinaus wurde in vivo anhand intravitaler Mikroskopie der Venen im 

Musculus cremaster von Talin 1-Knockout-Mäusen festgestellt, dass Talin 1 essenziell 

für die Adhäsion und das langsame Rollen der Neutrophilen auf dem Endothel ist und 

folglich auch keine transzelluläre Migration ohne die Beteiligung von Talin 1 stattfinden 

kann (LEFORT et al., 2012).  

Zwar konnte gezeigt werden, dass O-glykosyliertes ITGB2 auf der Oberfläche 

Neutrophiler von an ERU erkrankten Pferden höher abundant ist, allerdings konnte 

bisher nicht gezeigt werden, welche Auswirkungen dies auf die pathophysiologischen 

Vorgänge in der ERU hat. Talin 1 stellt dabei auch beim Pferd einen möglichen 

Liganden für ITGB2 dar (WEN et al., 2022a). Das Protein wurde bereits in equinen 

Neutrophilen nachgewiesen und es konnte dabei gezeigt werden, dass Talin-1 in 

Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden signifikant geringer abundant vorlag 

(DEGROOTE et al., 2012; DEGROOTE et al., 2013). Des Weiteren konnte im Pferd 

CD90 als Interaktor von Talin 1 ermittelt werden und zeigte ebenfalls eine signifikant 
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geringere Abundanz in Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden (DEGROOTE et 

al., 2013). STRING-basierte Netzwerk-Analysen konnten zeigen, dass auch ITGB2 

und CD90 beim Pferd durch Ko-Expression und Erkenntnisse aus geprüften 

Datenbanken miteinander assoziiert sind (https://string-db.org/cgi/network?taskId=bH 

xyBpgimMVQ&sessionId=bWPwIcKnKJ4d, Version 12.0, aufgerufen am: 03.10.2025). 

Ob dies auch auf equine Neutrophile zutrifft, und was potenziellen Interaktionen 

bewirken, ist dabei nicht bekannt und sollte in weiteren Untersuchungen näher 

analysiert werden. 

Neben diesen spezifischen Aufgaben des ITGB2 in der Zelladhäsion und 

Transmigration übernimmt dieses Glykoprotein auch wichtige Effektorfunktionen wie 

Chemotaxis, Phagozytose und die Bildung immunologischer Synapsen (WEN et al., 

2022b). Dabei wird deutlich, dass ITGB2 eine zentrale Rolle bei der angeborenen 

Immunantwort übernimmt, die ebenfalls von einer aberranten Glykosylierung 

beeinflusst sein könnte (WEN et al., 2022a). Aufgrund der starken Bindung des 

Pflanzenlektins JAC an Neutrophile von an ERU erkrankten Pferden konnte eine 

erhöhte O-Glykosylierung im Krankheitszustand nachgewiesen werden, die mit der 

erhöhten ITGB2-Abundanz in Verbindung stehen könnte. Abweichende Glykanreste 

auf dem ITGB2-Rezeptormolekül, wie terminale Fucose- und GlcNAc-Glykane sowie 

sialylierte Glykane, spielen eine Rolle bei der Regulierung der Neutrophilenfunktion, 

wie transepitheliale Migration, Degranulation, Apoptose und Superoxidbildung bei 

entzündlichen Schleimhauterkrankungen (BRAZIL et al., 2016; KELM et al., 2020; 

AZCUTIA et al., 2023). Dies deutet darauf hin, dass eine abweichende O-

Glykosylierung auf dem ITGB2-Rezeptor von Neutrophilen einen Einfluss auf die 

Regulierung von Neutrophilenfunktionen und somit auch Entzündungen haben kann. 

Da ITGB2-gebundene Glykane als potenzielle Ziele für die selektive Manipulation der 

Neutrophilenfunktion beschrieben wurden (WEN et al., 2022a), sollte ITGB2 im 

Zusammenhang mit der ERU weiter untersucht werden.  

Die vorliegende Arbeit widmete sich der grundsätzlichen Charakterisierung der 

Oberflächenglykosylierung von equinen Neutrophilen, die bisher unerforscht war. Im 

Zuge der Charakterisierung wurden zudem signifikante Unterschiede zwischen der 

Oberflächenglykosylierung auf Neutrophilen von gesunden und an ERU erkrankten 

Pferden durch das Glykosyl- und Mannosyl-bindende BanLec und das O-Glykan-

bindende JAC festgestellt, die Glykosylierungen auf Glykoproteinen erkennen können.  
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Mittels eines indirekten Ansatzes wurden die O-glykosylierten Proteine CDCP1 und 

ITGB2 als potenzielle Bindungspartner für JAC identifiziert. Die Rolle dieser beiden 

Proteine in der ERU wurde diskutiert und bildet somit eine Grundlage für spezifische 

weiterführende Untersuchung in der Erforschung dieser Erkrankung. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

In der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) zeigt sich immer wieder, dass in dieser 

T-zell-mediierten Erkrankung auch Neutrophile maßgeblich beteiligt sind, da 

Neutrophile in der ERU das Auge infiltrieren und in der Peripherie in einem 

präaktiveren Zustand vorliegen. Die genauen Mechanismen, mit denen die 

Neutrophilen zur Pathogenese der ERU beitragen, konnten allerdings noch nicht 

entschlüsselt werden. Da Neutrophile als Ersthelfer bei einer Entzündungsreaktion 

agieren, können durch die Erforschung der Neutrophilen wichtige Einblicke in die 

Pathogenese von inflammatorischen Erkrankungen gegeben werden. Gerade, weil 

inzwischen deutlich geworden ist, dass Neutrophile neben ihren klassischen 

Abwehrfunktionen auch eine Vielzahl an immunmodulatorische Aufgaben 

übernehmen, die das angeborene und das adaptive Immunsystem steuern, ist es 

wichtig, diese heterogene Zellpopulation unter physiologischen wie pathologischen 

Bedingungen im Körper näher zu erforschen. Über die Funktion der Neutrophilen kann 

auch ihre Glykosylierung Aufschluss geben, die beispielsweise als Erkennungsmarker 

auf der Zelloberfläche dient und dadurch wichtige inflammatorische Prozesse wie die 

Zelladhäsion und -migration steuert.  

Das Ziel dieser Studie war es, die Oberflächenglykosylierung der Neutrophilen im 

gesunden Pferd zu charakterisieren. Darüber hinaus sollte im Vergleich mit der 

Oberflächenglykosyierung von Neutrophilen aus an ERU erkrankten Pferden mögliche 

Unterschiede der Oberflächenglykosylierung festgestellt werden. Ferner sollten 

festgestellte Unterschiede durch weiterführende Untersuchungen näher bestimmt 

werden. Zur Detektion von Glykanstrukturen auf der Oberfläche von Neutrophilen 

gesunder und an ERU erkrankter Pferde wurden insgesamt 35 Pflanzenlektine 

verwendet. Durch ihre unterschiedlichen Bindungsspezifitäten erlaubten sie den 

Nachweis verschiedener Glykane auf der Zelloberfläche. 

Dabei konnten folgende Glykane auf der Oberfläche von equinen Neutrophilen 

nachgewiesen werden: Typ 2 LacNAc-, terminale α- und β-Galatose- als auch -

GalNAc-, α-Fukose-, Core Fukose-, Core 1, 2 und 3 O-Glykan-, α2,3 sialylierte O-

Glykan-, α2,6 sialylierte LacNAc-, β1,6-verzweigte und biantennäre N-Glykan- sowie 

interne α1,3-Glukosyl- und -Mannosylstrukturen und reduzierende terminale α1,3- und 

α1,6-Glucosylstrukturen 

Im Vergleich zu den Neutrophilen von gesunden Pferden, zeigten ERU-Neutrophile 



ZUSAMMENFASSUNG 

110 

 

zwei signifikant unterschiedliche Glykosylierungen der Neutrophilenoberfläche. Dabei 

handelte es sich um eine signifikant verringerte Abundanz von internen α1,3- Glukosyl- 

und -Mannosylstrukturen und reduzierende terminale α1,3- und α1,6-

Glucosylstrukturen auf ERU-Neutrophilen, nachgewiesen durch die Bindung von 

BanLec und eine signifikant erhöhte Abundanz von Core 1 und Core 3 O-Glykanen, 

nachgewiesen durch die Bindung von JAC. 

Die Bindung von JAC an die Neutrophilenoberfläche konnte durch eine 20%ige 

Galaktoselösung hochgradig reduziert werden, wodurch nochmals ein Nachweis 

erbracht wurde, dass JAC spezifisch an Galaktose-haltige O-Glykane bindet. 

Um die höher abundante O-Glykosylierung, die durch JAC detektiert wurde, einem 

spezifischen Glykoprotein zuordnen zu können, wurde über eine JAC-Präzipitation ein 

unbekanntes Protein mit einem molekularen Gewicht von 94,5 kDA ermittelt. 

Basierend darauf wurde ein molekulares Gewicht von 90 – 100 kDa, eine Lokalisation 

auf der Zelloberfläche, eine Abundanzunterschied von 1,1 bis 2,2 zwischen Kontrolle 

und ERU, eine Detektion in allen Proben sowie eine berechnete O-Glykosylierung als 

Filterkriterien für die Analyse einer Proteomik von Neutrophilen gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde verwendet. Mittels dieses indirekten Ansatzes wurden CDCP1 und 

ITGB2 als mögliche Ursachen für die verstärkte JAC-Bindung an Neutrophile von an 

ERU erkrankten Pferden identifiziert. Dabei sollte berücksichtigt werden, dass die JAC-

gebundene O-Glykosylierung auch unabhängig von einem Glykoprotein auf der 

Neutrophilenoberfläche präsentiert werden kann. 

Als weiterer Nachweis, dass JAC an ein O-glykosyliertes Protein bindet, konnte 

gezeigt werden, dass ITGB2 auf der equinen Neutrophilenoberfläche mit JAC ko-

lokalisiert ist und in höher Abundanz vorlag, was im Einklang mit unseren vorherigen 

Ergebnissen steht. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass mit dieser Arbeit erstmals die 

Oberflächenglykosylierung Neutrophiler von gesunden Pferden charakterisiert wurde. 

Des Weiteren wurden im Vergleich mit Neutrophilen von an ERU erkrankten Pferden 

aberrante Glykosylierungsmuster aufgedeckt. Durch diese neuen Erkenntnisse über 

die Oberflächenglykosylierung von Neutrophilen aus gesunden und an ERU 

erkrankten Pferden ist ein wichtiges Fundament für weiterführende Untersuchungen in 

der Erforschung der Funktion der Neutrophilen sowie der ERU geschaffen worden.
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7 SUMMARY 

In equine recurrent uveitis (ERU), it is repeatedly observed that in this T cell-mediated 

disease, neutrophils are also significantly involved, as they infiltrate the eye and exist 

in a pre-activated state in the periphery. However, the exact mechanisms by which 

neutrophils contribute to the pathogenesis of ERU have not yet been elucidated. Since 

neutrophils act as first responders in an inflammatory reaction, analyzing them can 

provide important insights into the pathogenesis of inflammatory diseases. Particularly 

because it has become clear that neutrophils in addition to their classical defense 

functions, also perform a variety of immunomodulatory tasks that regulate both the 

innate and adaptive immune systems, it is important to investigate this heterogeneous 

cell population under both physiological and pathological conditions. 

The function of neutrophils can also be reflected in their glycosylation, which serves, 

for example, as a recognition marker on the cell surface and thereby regulates 

important inflammatory processes such as cell adhesion and migration. The aim of this 

study was to characterize the surface glycosylation of neutrophils in healthy horses. 

Furthermore, it aimed to identify potential differences in surface glycosylation 

compared with neutrophils from ERU cases. Any detected differences were intended 

to be further investigated. 

To detect glycan structures on the surface of neutrophils from healthy horses and ERU 

cases, a total of 35 plant lectins were used. Their different binding specificities allowed 

the detection of various glycans on the cell surface. The following glycans were 

identified on the surface of equine neutrophils: type 2 LacNAc, terminal α- and β-

galactose and -GalNAc, α-fucose, core fucose, core 1, 2 and 3 O-glycans, α2,3-

sialylated O-glycans, α2,6-sialylated LacNAc, β1,6-branched and biantennary N-

glycans, as well as internal α1,3-glucosyl and mannosyl structures and terminal 

reducing α1,3- and α1,6-glucosyl structures. 

Compared with neutrophils from healthy horses, ERU neutrophils showed two 

significantly altered surface glycosylation patterns. There was a significantly reduced 

abundance of internal α1,3-glucosyl and mannosyl structures and terminal α1,3- and 

α1,6-glucosyl structures on ERU neutrophils, detected by banana lectin (BanLec) 

binding and a significantly increased abundance of core 1 and core 3 O-glycans, 

detected by jacalin (JAC) binding.  
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JAC binding to the neutrophil surface could be highly reduced by a 20% galactose 

solution, providing further evidence that JAC specifically binds to galactose-containing 

O-glycans. To assign the increased O-glycosylation detected by JAC to a specific 

glycoprotein, a JAC pull down identified an unknown protein with a molecular weight 

of 94.5 kDa. Based on this, a molecular weight of 90-100 kDa, localization on the cell 

surface, an abundance difference of 1.1 to 2.2 between control and ERU, detection in 

all samples and predicted O-glycosylation were used as filter criteria for proteomic 

analysis of neutrophils from heathy horses and ERU cases. Using this indirect 

approach, CUB domain-containing protein 1 (CDCP1) and Integrin beta 2 (ITGB2) 

were identified as possible contributors to the enhanced JAC binding on neutrophils 

from ERU cases. It should be noted that JAC-bound O-glycosylation can also be 

presented independently of a glycoprotein on the neutrophil surface. 

As further evidence that JAC binds to an O-glycosylated protein, it was shown that 

ITGB2 co-localizes with JAC on the equine neutrophil surface and is present in higher 

abundance, consistent with previous results. 

In conclusion, this study provides the first characterization of neutrophil surface 

glycosylation in healthy horses. Furthermore, comparison with neutrophils from ERU 

cases revealed aberrant glycosylation patterns. These new insights into the surface 

glycosylation of neutrophils from healthy horses and ERU cases establish an important 

foundation for further investigations into neutrophil function and ERU pathogenesis. 

 

. 
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